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Seit Anfang des letzten Jahrhunderts nimmt die Lebenserwartung in den 
Industrieländern stetig zu. Dadurch erhalten Erkrankungen, die auf altersbedingte 
Veränderungen im Körper zurückzuführen sind, eine immer größere 
sozioökonomische Bedeutung. Eine besondere Rolle nimmt dabei Diabetes mellitus 
Typ II ein, die am häufigsten auftretende Stoffwechselstörung weltweit (Haller et al. 
1996; Nathan et al. 1997). Sie ist gekennzeichnet durch Spätschäden an den 
Gefäßen, die vor allem auf die Hyperglykämie zurückzuführen sind (Zimmet and 
Alberti 1997). Eine mögliche Schlüsselrolle bei den diabetischen Gefäßschäden 
sowie bei weiteren chronischen Erkrankungen des Alterns kommt aufgrund 
zahlreicher Studien aus jüngster Zeit dem „Receptor for advanced glycation 
endproducts“ (RAGE) zu, der, wie sein Name sagt, Produkte der fortgeschrittenen 
Glykierung („advanced glycation endproducts“, AGE) bindet, die besonders im Alter 
und in erhöhtem Maß bei Diabetes auftreten. 
1.1 Entstehung und Vorkommen von „advanced glycation 
endproducts“ (AGEs)
Bei der Verarbeitung und Lagerung von Lebensmitteln wurden thermisch induzierte 
Prozesse beobachtet, die die Qualität der Lebensmittel maßgeblich beeinflussen. Die 
dieser Beobachtung zugrunde liegenden Prozesse untersuchte L.C. Maillard 
erstmals 1912 unter definierten Bedingungen, nachdem aufgefallen war, dass 
Aminosäuren beim Erhitzen in der Gegenwart von reduzierenden Zuckern eine
charakteristische gelb-braune Färbung und oftmals Fluoreszenz entwickeln (Maillard 
1912). Bei der Maillard-Reaktion, auch als Glykierung bezeichneten Reaktion, 
reagieren reduzierende Kohlenhydrate wie Glukose nicht-enzymatisch mit 
Aminogruppen in Proteinen, Lipiden und Nukleinsäuren zu Schiff´schen Basen und in 
weiteren spontanen Umlagerungen zu Amadori-Verbindungen (1-
Aminodesoxyketosen) (Singh et al. 2001; Schwenger et al. 2001; Brownlee et al. 
1988; Ames et al. 1999). Während diese Reaktionen reversibel sind, führen weitere 
Modifikationen wie Dehydrierung und Kondensationsreaktionen zur Entstehung von 
irreversiblen quervernetzten Strukturen, die als „advanced glycation endproducts“ 
(AGE) bezeichnet werden (Abb. 1). 
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Abbildung 1. AGE-Bildung. Reduzierende Zucker (z.B. Glukose, Fruktose, Galaktose, Mannose, 
Ribose) reagieren schnell und in hohem Maße reversibel mit freien Aminogruppen, z.B. von Protein-
Lysinresten zu Schiff´schen Basen. Die Bildung von Amadoriprodukten aus den Schiff´schen Basen 
dauert länger, ist aber schneller als die reversible Reaktion, so dass die Amadoriprodukte bevorzugt 
an Proteinen akkumulieren. An diesen Proteinablagerungen finden die irreversiblen fortgeschrittenen 
Glykierungsprozesse statt, die die heterogene Gruppe der AGEs hervorrufen. (Abbildung 
übernommen von (Aronson and Rayfield 2002)).
Die AGEs bilden eine komplexe und heterogene Gruppe, zu der unter anderem 
Strukturen wie Carboxymethyllysin (CML), Pyrralin, Imidazolinon, Pentosidin und 
Iminohydantoin zählen (Thornalley et al. 1999; Ahmed et al. 1986; Sell and Monnier 
1989; Pongor et al. 1984). Lebensmittelchemiker untersuchen die Auswirkungen 
dieser Reaktion und ihrer Produkte auf Geschmack, Farbe und Texturveränderungen 
in gekochten, thermisch behandelten und gelagerten Lebensmitteln schon seit 
Beginn des 20. Jahrhunderts. Erst in den 80er Jahren des letzten Jahrhunderts 
entdeckte man, dass die Maillard-Reaktion auch in vivo, also im menschlichen 
Körper, während des Alterns (Monnier and Cerami 1981) und im erhöhten Maß bei 
Hyperglykämie, abläuft (Bunn et al. 1978). Die nicht-enzymatische Glykierung, die 
letztendlich zur Bildung der AGEs führt, findet aber auch an Orten von 
Entzündungsreaktionen, bei Nierenversagen und unter anderen Bedingungen, die 
mit systemischem oder lokalem oxidativem Stress in Zusammenhang stehen, statt 
(Brownlee 1995). Durch die bei Diabetes vorherrschende Hyperglykämie 
akkumulieren die entstehenden AGEs stetig (Schmidt et al. 1995b). Sie stehen in 
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Zusammenhang mit pathologischen Erscheinungen im Körper, die vor allem 
Folgeerkrankungen des Diabetes hervorrufen. Das humane Hämoglobin A1c 
(HbA1c) kann bei Diabetes vermehrt nachgewiesen werden, nachdem es 
posttranslational durch Amadori-Umlagerungen mit Glukose modifiziert wurde. Die 
Messung des AGE-modifizierten HbA1c dient mittlerweile standardmäßig als Marker 
der therapeutischen Einstellung des Blutzuckerspiegels in diabetischen Patienten 
(Rahbar et al. 1969; Koenig et al. 1976). Weitere Hauptangriffsziele für solche 
irreversiblen Modifikationen sind vor allem langlebige Proteine wie Kollagen oder das 
Kristallin der Linse (Brownlee et al. 1983; Monnier and Cerami 1983). Ein besonders 
folgenschweres Ereignis stellt die AGE-Bildung im Gefäßwand-Kollagen dar, da es 
zu Quervernetzung von Kollagen-Molekülen untereinander und mit zirkulierenden 
Proteinen führt (Sell et al. 1991; Brownlee et al. 1983). Dies ruft wiederum die 
Bildung von Gefäß-Plaques sowie eine Verdickung der Basalmembran hervor und 
vermindert die vaskuläre Elastizität (Sims et al. 1996), so dass die Gefäßfunktion 
schließlich dauerhaft beeinträchtigt wird. Solche Schädigungen betreffen sowohl 
große als auch kleine Gefäße mit unterschiedlichen Auswirkungen, und sie stellen 
eines der größten Probleme bei Erkrankungen wie Diabetes dar (Bierhaus et al. 
1998). Neben den quervernetzenden AGEs, die sowohl die Proteinstruktur als auch 
deren Funktion beeinflussen, werden auch nicht-quervernetzende AGE Strukturen in 
vivo gefunden. 
1.2 Der Rezeptor für „advanced glycation endproducts“ (RAGE)
1.2.1 Identifizierung von RAGE
Die Beobachtung, dass extrazelluläre, AGE-modifizierte Proteine zirkulieren und 
durch direkten Kontakt mit Gefäßendothelzellen pathologische Zell- oder 
Gewebeveränderungen hervorrufen können, veranlasste die Suche nach 
Zelloberflächen-Rezeptoren für solche AGE-modifizierten Proteine (Esposito et al. 
1989; Thornalley 1998). Eine Vielzahl von Rezeptoren wurde beschrieben, zu denen 
der AGE-Rezeptor-Komplex (AGE-R1 – 3), der „Macrophage Scavenger Receptor“ 
(Typ I und II) und CD 36 zählen (Li et al. 1996; Vlassara et al. 1995; Araki et al. 1995; 
Suzuki et al. 1997; Ohgami et al. 2001). Die zentrale Rolle in der Biologie und 
Pathogenese der AGEs wird heute allerdings hauptsächlich einem weiteren Rezeptor 
mit der Bezeichnung „RAGE“ zugeschrieben. Schmidt et al. folgten Hinweisen, dass 
AGE-modifizierte Proteine spezifisch an kultivierte Endothelzellen binden (Bucala et 
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al. 1991) und unternahmen die Identifizierung und Charakterisierung von 
Endothelzell-Oberflächen-Bindungsproteinen, die den möglichen Rezeptor für AGE-
modifizierte Strukturen beinhalteten (Schmidt et al. 1992). Hierfür wurden Extrakte 
von boviner Lunge, die ein Endothelzell-reiches Gewebe darstellt, verschiedenen 
Chromatographie- und Gelfiltrationsverfahren unterzogen. Die dabei gereinigten 
Polypeptide wurden auf Plastikoberflächen immobilisiert, um in kompetitiven Studien 
ihre Bindungskapazität für AGE-modifiziertes BSA zu untersuchen. Neben bereits 
bekannten Molekülen wurde ein 35 Kilodalton (kD) großes Protein identifiziert, das 
durch neu generierte polyklonale Antikörper auf der Oberfläche von bovinen 
Endothelzellen nachgewiesen werden konnte. Die charakteristische Eigenschaft der 
AGE-Bindung führte zu der Bezeichnung „receptor for advanced glycation 
endproducts“ (RAGE). In folgenden Studien wurde die Gesamtlängen-cDNA von 1,5 
Kilobasen (kb) aus einer bovinen und später humanen Lungen cDNA Bibliothek 
isoliert. Dabei wurde eine 90 %-ige Homologie zwischen den Sequenzen beider 
Spezies festgestellt (Neeper et al. 1992). 
1.2.2 Aufbau von RAGE
Die bovine cDNA kodiert für 394 Aminosäuren des maturen Proteins. Dieses Protein 
besteht aus einer Signalsequenz von 22 Aminosäuren, einer extrazellulären Domäne 
bestehend aus 332 Aminosäuren, einer Transmembran-Domäne von 19 
hydrophoben Aminosäuren sowie einer kurzen intrazellulären Domäne aus 43 stark 
geladenen Aminosäuren. Das Gen des humanen RAGE wurde auf dem Chromosom 
6p 21.3, in der HLA Klasse III Region lokalisiert (Vissing et al. 1994). 
Sequenzanalysen lieferten Hinweise, dass RAGE ein Mitglied der Immunglobulin-
Superfamilie darstellt (Sugaya et al. 1994). Übereinstimmend hiermit konnte in 
weiteren Analysen gezeigt werden, dass dieser Rezeptor drei mögliche 
Immunglobulin-Domänen besitzt, die sich im extrazellulären Teil des Proteins 
befinden. Die erste Domäne ist am N-Terminus des Proteins lokalisiert und weist 
Charakteristika einer variablen Domäne (V-Domäne) auf. In Bindungsstudien mit 
verschiedenen Deletionskonstrukten wurde sie als AGE-Bindungs-Domäne 
identifiziert (Neeper et al. 1992; Kislinger et al. 1999). Dieser Abschnitt der Sequenz 
beinhaltet zwei mögliche N-Glykosilierungstellen, die darauf hinweisen, dass RAGE 
posttranslational modifiziert wird (Srikrishna et al. 2002). Die beiden folgenden 
Domänen ähneln konstanten Domänen von Immunglobulinen (C- und C’-Domäne). 
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Obwohl die C-Domänen vermutlich nicht direkt an der Ligandenbindung beteiligt sind, 
könnten sie eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung der V-Domäne ausüben und so 
deren Ligandenbindung unterstützen. RAGE wurde anfänglich die Funktion 
zugesprochen, AGEs zu internalisieren, was ihn als „Scavenger-Rezeptor“ 
auszeichnete (Schmidt et al. 1994b; Gugliucci and Bendayan 1995). Weitere Studien 
wiesen hingegen darauf hin, dass RAGE eher als Signal-Rezeptor fungiert, der über 
den zytoplasmatischen Anteil zelluläre Veränderungen und Aktivierung nach 
Liganden-Bindung bewirkt (Schmidt et al. 2001) und nicht die beschleunigte 
Beseitigung oder den Abbau von Liganden. Bei der Deletion des geladenen, 
intrazellulären Anteils des Rezeptors werden Liganden zwar noch über die V-
Domäne gebunden, eine Zellaktivierung erfolgt jedoch nicht mehr. Diese Form wird 
als dominant-negative Mutante (DN-RAGE) bezeichnet, da sie selbst bei 
Vorhandensein von Wildtyp-RAGE in der gleichen Zelle die Signalweiterleitung 
blockiert (Hofmann et al. 1999). Die molekularen Mechanismen der Signalprozesse 
sind dabei allerdings noch nicht bekannt, da keine typischen Signalmotive, wie 
Phosphorilierungsstellen oder Kinase-Domänen gefunden werden konnten. Sowohl 
diese Mutante, der der C-terminale Bereich des Rezeptors, sowie eine weitere 
Mutante, der die gesamte intrazytoplasmatische Sequenz samt der 
Transmembrandomäne (soluble oder sRAGE; löslicher RAGE) fehlt, treten auch in 
vivo auf. Sie sind auf Splice-Varianten des RAGE-Gens zurückzuführen, die in 
unterschiedlichen Zellen exprimiert werden (Yonekura et al. 2003; Malherbe et al. 
1999) (Abb. 2)
Abbildung 2. Schematische Darstellung des RAGE-Proteins mit charakteristischen Domänen. 
Gesamtlängen-RAGE („full length“ oder flRAGE) besteht aus der vollständigen Sequenz. Löslicher 
RAGE („soluble“ oder sRAGE) beinhaltet nur die extrazelluläre Domäne. Die V-Domäne ist 
verantwortlich für die Bindung der RAGE-Liganden. Die Deletion des zytosolischen Anteils führt zu 
einer modifizierten Form von RAGE („dominant-negativer“, DN-RAGE), die noch Liganden bindet und 
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noch fest in der Membran verankert bleibt, aber keine RAGE-vermittelte zelluläre Aktivierung 
hervorrufen kann. Abbildung übernommen von Schmidt et al. (2001)
1.2.3 Lokalisation von RAGE
Da AGE-modifizierte Proteine an die Oberfläche von Endothelzellen banden 
(Esposito et al. 1989), wurde für die Reinigung und biochemische Charakterisierung 
des AGE-Rezeptors das besonders endothelreiche, bovine Lungengewebe 
verwandt. Nach der Identifizierung des humanen RAGE-Gens wurde der Rezeptor 
rekombinant hergestellt. Gegen das gereinigte bovine RAGE sowie gegen 
rekombinant hergestelltes humanes RAGE wurden monospezifische, polyklonale 
Antikörper hergestellt, mit denen mittels Immunfärbungen RAGE hauptsächlich in 
Gefäßen, vor allem auf Endothelzellen, aber auch auf glatten Gefäßmuskelzellen, in 
Herzmuskelzellen, sowie in mononukleären Blutzellen, und überdies in neuronalem 
Gewebe nachgewiesen werden konnte (Brett et al. 1993; Ritthaler et al. 1995). Im 
Gegensatz zu der Verteilung des RAGE-Antigens wurden hohe Transkriptmengen 
der RAGE mRNA mittels in situ Hybridisierung in gesunden Geweben überwiegend 
in Lungengewebe detektiert, im Vergleich zu niedrigeren Niveaus in Herz, Gehirn, 
Leber, Skelettmuskulatur und Niere (Brett et al. 1993). Neben der Expression in 
normalem Gewebe konnten in dieser Studie auch RAGE-exprimierende Zellen in 
atherosklerotischen Plaques demonstriert werden. 
Mit der Identifizierung des Rezeptors, der Untersuchung seines Aufbaus und der 
Funktion mittels biochemischer Charakterisierung und cDNA-Klonierung und der 
Lokalisation in verschiedenen Geweben, entdeckte man weitere Liganden. Diese 
rufen als Folge der Interaktion mit RAGE unterschiedlichste Effekte in den diversen 
Zelltypen hervor (Schmidt et al. 2000; 2001). 
1.3 Die Liganden von RAGE
Zu den Liganden des als „Multi-Liganden-Rezeptor“ bezeichneten RAGE zählen 
AGEs (Kislinger et al. 1999), -Amyloid-Strukturen (Yan et al. 1996), die S100/ 
Calgranulin Familie von proinflammatorischen Zytokin-ähnlichen Mediatoren 
(Hofmann et al. 1999) und das „high mobility group 1 box“ (HMGB-1) DNA-bindende 
Protein Amphoterin (Taguchi et al. 2000; Hori et al. 1995). Kürzlich wurde RAGE 
zusätzlich als Gegenrezeptor für das Leukozyten-Integrin Mac-1 identifiziert, wodurch 
RAGE direkt die Fähigkeit zu der Rekrutierung von inflammatorischen Zellen 
zugesprochen wurde (Chavakis et al. 2003). Bemerkenswert ist, dass die Expression 
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des Rezeptors durch die Anwesenheit oder Akkumulation dieser Liganden bestimmt 
wird (Tanaka et al. 2000). Somit findet man in gesunden, adulten Tieren in den 
meisten Geweben nur eine niedrige RAGE-Expression; häufen sich die Liganden 
allerdings an, wird damit auch die verstärkte Expression des Rezeptors ausgelöst 
(Yan et al. 1996; Ritthaler et al. 1995; Brett et al. 1993; Park et al. 1998). Diese 
Eigenschaft unterscheidet RAGE von vielen anderen Multi-Liganden-Rezeptoren, wie 
zum Beispiel dem „Low Density Lipoprotein“ (LDL) Rezeptor, dessen Expression in 
einer Lipoprotein-reichen Umgebung unterdrückt wird (Herz and Willnow 1995). Bei 
RAGE dagegen beobachtet man eine positive Rückkoppelung: binden Liganden an 
RAGE wird intrazytoplasmatisch eine Signalkaskade ausgelöst. Diese Kaskade führt 
zur Transkriptions-Aktivierung des RAGE-Gens, wobei man annimmt, dass die in der 
Promotorregion identifizierten NFB- („nuclear factor kappaB“) Bindungsstellen 
involviert sind (Li and Schmidt 1997). Durch die resultierende erhöhte Rezeptordichte 
an der Zelloberfläche können wiederum weitere Liganden an RAGE binden. Die 
unkontrollierte Amplifikation der Signale kann letztendlich zelluläre Dysfunktion 
hervorrufen (Soulis et al. 1997). Ein Hauptmechanismus bei den mit RAGE in 
Zusammenhang gebrachten Erkrankungen scheint die ungewöhnlich lang 
anhaltende Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFB zu sein. NFB untersteht 
unter normalen Bedingungen einer strengen negativen Regulierung durch das 
inhibitorisch wirkende Molekül IB und löst schnelle, genau dosierte Mechanismen 
bei der Immunabwehr aus und fördert anti-apoptotische Programme (May and Ghosh 
1997; Baeuerle and Henkel 1994; Beg and Baltimore 1996). Im Gegensatz dazu 
werden durch die RAGE-Liganden-Interaktion Mechanismen ausgelöst, die die IB-
abhängige Selbstregulation überlagern und so zu einer lang anhaltenden Aktivierung 
von NFB führen (Bierhaus et al. 2001). Die zugrunde liegenden Mechanismen sind 
noch nicht bekannt, die ultimative Folge sind jedoch ausgeprägte Störungen der 
Zellfunktion, und schließlich das Auslösen des programmierten Zelltods, weshalb die 
Expression von RAGE hauptsächlich in Zusammenhang mit diversen pathologischen 
Erscheinungen gebracht wurde.
1.3.1 RAGE-AGE-Interaktion
AGEs mit ihren heterogenen Modifizierungen entstehen in Situationen wie lang 
anhaltender Erhöhung des Glukosespiegels im Plasma, aber auch bei 
Sauerstoffradikalbildung, Entzündung, neurodegenerativen Erkrankungen wie 
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Alzheimer und bei Nierenversagen (Brownlee 1995; Sousa et al. 2001; Makita et al. 
1995; Smith et al. 1994).
Wenn AGEs an RAGE binden, werden zelluläre Eigenschaften, die für die 
Gefäßhomöostase bedeutend sind, verändert (Bierhaus et al. 1997; Yamagishi et al. 
1998; Yamagishi et al. 1997). Je nach involviertem Zelltyp werden unterschiedliche 
proinflammatorische Effekte ausgelöst. So führt die durch RAGE hervorgerufene 
Aktivierung von Endothelzellen zu einer Induktion pathogenetisch relevanter 
Faktoren. Dazu zählen die veränderte Expression des Gerinnungsfaktors
„procoagulant tissue factor“ (TF) (Esposito et al. 1989; Bierhaus et al. 1995), und des 
Adhäsionsmoleküls „vascular cell adhesion molecule-1“ (VCAM-1) (Schmidt et al. 
1995a). Die Interaktion von AGEs mit RAGE verursacht weiterhin eine Störung der 
Barrierefunktion des Endothels mit erhöhter Gefäßpermeabilität (Wautier et al. 1996), 
was ein typisches Phänomen der diabetischen Mikrovaskulopathie darstellt 
(Williamson et al. 1987). In Makrophagen hingegen stimulieren lösliche, zirkulierende 
AGEs Chemotaxis, während immobilisierte AGEs, z.B. an der extrazellulären Matrix, 
Haptotaxis auslösen, wodurch die Migration von RAGE-exprimierenden Zellen 
gestoppt werden kann (Schmidt et al. 1993). Eine besondere Bedeutung kommt der 
Interaktion von RAGE-exprimierenden Phagozyten mit AGE-modfiziertem 
2Mikroglobulin (2M) in der Pathogenese der Dialyse-abhängigen Amyloidose zu 
(Miyata et al. 1996), in deren Verlauf Entzündungsreaktionen in den 
Amyloidablagerungen von Langzeit-Hämodialysepatienten ausgelöst werden. Auch 
glatte Gefäßmuskelzellen werden durch AGEs zu erhöhter Zellmigration und zur 
Produktion von Wachstums- und Chemotaxisfaktoren angeregt.
Neben der erhöhten Gefäßpermeabilität stellt die akzelerierte Atherosklerose eines 
der Hauptprobleme des Diabetes dar. Sie verschlechtert das Krankheitsbild 
maßgeblich und führt zu erhöhter Mortalität (Hudson et al. 2003; King et al. 1998; 
Park et al. 1998). In vivo Untersuchungen in etablierten Mausmodellen führten diese 
Komplikationen ebenfalls auf die Akkumulation von AGEs und deren Bindung an 
RAGE-exprimierende Zellen, wie Endothelzellen, glatte Muskelzellen und 
infiltrierende Makrophagen, zurück (Yamamoto et al. 2000; 2001). Des Weiteren 
wurde RAGE in Untersuchungen weiterer Mausmodelle für diabetische Nephropathie 
und für verlangsamte Wundheilung verantwortlich gemacht (Sakurai et al. 2003; 
Wendt et al. 2003; Goova et al. 2001). 
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Die Rolle der endogen gebildeten AGEs in diversen pathologischen Situationen, wie 
sie hier beschrieben wurden, ist wesentlich ausführlicher charakterisiert als mögliche 
Konsequenzen der Aufnahme von exogen gebildeten AGEs, die bei der Herstellung 
von Lebensmitteln entstehen (Singh et al. 2001; Faist et al. 2001). Es gibt jedoch 
Studien, die die Aktivierung der immortalisierten Dickdarmzelllinie Caco-2 nach der 
Stimulation mit Lebensmittelextrakten untersuchten. Durch die Beobachtung der 
Aktivierung von Signaltransduktions-Kaskaden in dem Zellkultur-System folgerten die 
Autoren, dass die in Nahrungsmitteln vorhandenen AGEs gesundheitsschädlich 
wirken könnten (Zill et al. 2001; 2003). In diabetischen Patienten wurde beobachtet, 
dass bei einer verminderten Nierenfunktion von Nahrungsmitteln abstammende 
AGEs im Serum akkumulieren können (Koschinsky et al. 1997), was bedeutet, dass 
eine normale Nierenfunktion wichtig für den Schutz vor Lebensmittel-AGEs ist. Im 
Gegensatz dazu belegten Studien mit Ratten, dass alimentär zugeführtes CML ohne 
erkennbare Zellschädigungen über die Nieren ausgeschieden wurde (Wenzel et al. 
2002). 
Alle Studien, die die AGE-RAGE Interaktion beschreiben, liefern die Kernaussage, 
dass die Bindung von AGEs an RAGE zu Zellaktivierung führt, die letztendlich auf 
eine vermehrte und vor allem lang andauernde Translokation des 
Transkriptionsfaktors NFB in den Kern zurückzuführen ist (Bierhaus et al. 2001). 
RAGE wird die Schlüsselrolle dabei indirekt zugesprochen, da die Effekte in den 
jeweiligen Studien durch die Zugabe von löslichem RAGE (sRAGE) oder anti-RAGE-
Reagenzien unterdrückt werden konnten (Park et al. 1998; Schmidt et al. 1994a), 
ohne dass dabei jedoch die Anwesenheit des Rezeptors im Gewebe direkt 
nachgewiesen wurde.
1.3.2 RAGE-Amyloid-Interaktion
Ähnlich wie AGEs führen auch Amyloid-Ablagerungen zu chronisch-entzündlichen 
Prozessen in Endothelzellen. Interessanterweise führte die Suche nach 
Mechanismen, die den sogenannten Amyloidosen zugrunde liegen, unter Anderem 
zu RAGE (Yan et al. 1996). Die Bindung von Amyloid-Fibrillen an RAGE spiegelt 
dessen generelle Affinität für quervernetzte -Faltblatt-Stränge wider, da sowohl 
Fibrillen von Amylin, wie auch von unterschiedlich langen Amyloid - (A) -Peptiden 
(A 1-40 und A 1-42), und von Prionen stammende Peptide von RAGE gebunden 
werden (Yan et al. 2000). Amylin besteht aus einer Peptid-Untereinheit des Amyloids. 
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Es tritt in den Inselzellen des Pankreas auf. Bei der Induktion des Diabetes mellitus 
lagert es sich zu Fibrillen zusammen. Ablagerungen von -Amyloid-Fibrillen sind in 
erhöhtem Maß im Gehirn von Alzheimer Patienten zu finden, wo sie durch die 
Induktion von reaktiven Sauerstoffspezies („reactive oxygen intermediates“, ROIs) 
direkt neurotoxisch wirken (Hensley et al. 1994; Selkoe 2001; Yan et al. 1996). 
Parallel dazu wird RAGE bei dieser Erkrankung vermehrt in Neuronen und 
Mikrogliazellen exprimiert, wodurch A Rezeptor-vermittelt zytotoxisch wirken kann. 
Ähnlich wie es für die AGEs beschrieben wurde, variieren die Effekte der A-Bindung 
an RAGE je nach beteiligtem Zelltyp. Während die A-RAGE-Interaktion eine 
anhaltende Aktivierung der Mikrogliazellen hervorruft, die sich durch erhöhte Motilität, 
NFB-Aktivierung, Zytokin-Produktion, vor allem dem „macrophage-colony 
stimulating factor“ (M-CSF), und Proliferation auszeichnet (Yan et al. 1996), führt die 
anfängliche RAGE-abhängige neuronale Aktivierung, die sich zunächst ebenfalls 
durch M-CSF Produktion äußert, letztendlich zu Caspase-3 vermittelter Apoptose der 
Neuronen (Sousa et al. 2001). Das durch die RAGE-A-Interaktion produzierte M-
CSF wirkt autokrin oder parakrin nur auf die Mikrogliazellen, da diese im Gegensatz 
zu den Neuronen, den Rezeptor c-fms exprimieren. Dadurch wird das Überleben der 
Mikrogliazellen in Anwesenheit sonst toxischer Konzentrationen von A gefördert, 
während Neuronen in dieser Umgebung absterben. Diese erhöhte Mikroglia-
Proliferation stellt einen bekannten Befund der Alzheimer Erkrankung dar. Bei der 
Familiären Amyloid Polyneuropathie (FAP) handelt es sich um eine weitere 
neurodegenerative Krankheit, die durch die extrazelluläre Ablagerung von Amyloid-
Fibrillen charakterisiert ist, die in diesem Fall aus mutierten Formen des 
Transthyretins (TTR) bestehen (Coimbra and Andrade 1971). In FAP-betroffenen 
Geweben konnte ebenso eine erhöhte RAGE-Expression festgestellt werden, die auf 
die Interaktion mit TTR-Amyloid-Fibrillen und folgende Hochregulation des Rezeptors 
zurückgeführt wurde (Sousa et al. 2001). Im Verlauf der Krankheit treten RAGE-
induzierte zelluläre Störungen auf, die, ähnlich wie bei der Alzheimer Krankheit, 
durch lang anhaltende Zellaktivierung mit einhergehender NFB-Translokation und 
schließlich Induktion von Zytokinen und der induzierbaren Stickoxid-Synthetase 
(iNOS) hervorgerufen werden.
In den beschriebenen Studien konnten die RAGE-vermittelten Effekte durch anti-
RAGE-Immunglobuline oder durch Zugabe von überschüssigem sRAGE blockiert 
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werden, wodurch auch hier indirekt eine Schlüsselrolle von RAGE in Amyloidosen 
postuliert wurde (Yan et al. 2000).
Sowohl die Interaktion mit AGEs als auch mit Amyloid-Fibrillen deuten darauf hin, 
dass RAGE ein Schlüsselmolekül für chronische Erkrankungen und altersbedingte 
Gesundheitsstörungen darstellt. 
1.3.3 RAGE-S100-Interaktion
Nachdem weder AGEs noch Amyloid-Fibrillen unter physiologischen Bedingungen 
auftreten, wurde vermutet, dass diese Strukturen „zufällige“ Liganden darstellen, und 
die Interaktion mit RAGE ein sekundärer Effekt ist. Daher suchte man nach 
„natürlichen“ Liganden für diesen Rezeptor, die in gesundem Gewebe vorkommen. 
Es lag nahe, diese Suche in der Lunge durchzuführen, da hier auf 
Gefäßendothelzellen die höchste physiologische Expression von RAGE 
nachgewiesen wurde (Brett et al. 1993). Die extrazelluläre Domäne von RAGE, die 
die variable Domäne und somit wahrscheinlichste Bindungskapazität beinhaltet, 
wurde zu diesem Zweck an Affinitätssäulen immobilisiert, und Proteinextrakte aus 
Lungengewebe wurden auf ihre Fähigkeit, an das immobilisierte Rezeptormolekül zu 
binden, untersucht. Auf diese Weise konnten zwei Polypeptide mit 
Molekulargewichten von 12 kD, bzw. 23 kD isoliert werden (Hori et al. 1995). Das 
erste stellte sich als Mitglied der Amphoterin-Familie heraus (siehe später), und das 
zweite, 12 kD große konnte als Mitglied der S100/ Calgranulin Familie identifiziert 
werden. Die Bindung an RAGE verlieh ihm den Namen EN-RAGE für „extracellular 
newly identified RAGE-binding protein“, das auch als S100A12 bekannt ist (Miranda 
et al. 2001). RAGE bindet weitere Mitglieder dieser Familie, darunter wurde S100B 
intensiv als RAGE-Ligand untersucht (Hofmann et al. 1999). Das führte zu der 
Annahme, dass die Interaktion von RAGE mit weiteren Mitgliedern dieser Multi-Gen-
Familie durch eine gemeinsame Strukturdeterminante in den Liganden vermittelt 
werden könnte. Die S100/ Calgranulin Mitglieder sind Kalzium-bindende Proteine, die 
durch zwei EF-Hand Motive und häufig Dimersierung charakterisiert sind (Donato 
2001; Schafer and Heizmann 1996). Die meisten S100 Proteine kommen intrazellulär 
vor, wo sie auch ihre diversen, für jedes Mitglied spezifischen Funktionen ausüben, 
wie z.B. eine Beteiligung an der Regulierung von Zellwachstum und Beweglichkeit, 
an der Regulation des Zellzyklus, an der Transkription sowie an der Differenzierung. 
Vor allem bei Auftreten chronischer Immunantworten bzw. Entzündungsreaktionen 
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werden einige S100 Proteine aus der Zelle sezerniert. So können sie extrazellulär 
Zytokin-ähnlich wirken und teilweise Rezeptor-vermittelt parakrine Effekte auf RAGE-
exprimierende Endothelzellen, mononukleäre Phagozyten, sowie Lymphozyten 
ausüben. Unter Anderem konnte gezeigt werden, dass durch die Zugabe von EN-
RAGE zu Lymphozyten proinflammatorische Reaktionen, wie IL-2 (Interleukin) 
Produktion und Zellproliferation, ausgelöst wurden. In Phagozyten dagegen führten 
die gleichen Bedingungen zur Bildung von IL-1 und TNF- (Tumornekrosefaktor) 
und in Endothelzellen wurde VCAM-1 hochreguliert (Hofmann et al. 1999). Diese 
Beobachtungen führten zu vollkommen neuen biologischen Aspekten hinsichtlich der 
Eigenschaft von RAGE als akutem Entzündungsmediator. In einem Mausmodell der 
Überempfindlichkeitsreaktion vom verzögerten Typ konnte der Effekt der RAGE-
S100-Interaktion auf die Zellaktivierung in vivo untersucht werden (Hofmann et al. 
1999). Zusätzlich wurde von Hofmann et al. die Beteiligung von RAGE und EN-
RAGE an chronischen Entzündungsreaktionen am Beispiel der Colitis ulcerosa 
demonstriert. Gänzlich andere Funktionen werden einem weiteren S100 Protein, 
S100B, zugeschrieben. Es kommt hoch exprimiert im Nervensystem vor und ist 
ebenfalls extrazellulär vorzufinden, wo man ihm Zytokin-Funktionen zuschreibt 
(Griffin et al. 1998). Zusammen mit der Amphoterin-Bindung an RAGE (siehe später) 
löst es in neuronalen Zellen die „extracellular regulated kinase“ (ERK)-Signalkaskade 
und Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFB aus, wodurch es Neuritenwachstum 
induziert und Zellüberleben fördert (Huttunen et al. 2000). Dieser physiologische 
Effekt der RAGE-S100-Interaktion wird nur durch nanomolare Konzentrationen von 
S100B ausgelöst, wohingegen mikromolare Konzentrationen neurotoxisch wirken 
und in Oxidations-abhängiger Weise Apoptose auslösen. Die Aktivierung von RAGE 
kann also trophische Effekte bewirken. Eine Hyperaktivierung der RAGE-vermittelten 
Signalwege wandelt diese jedoch in zellschädigende Effekte um, die bis zum Zelltod 
führen können. Wie RAGE sowohl trophische als auch toxische Zellantworten durch 
denselben Liganden hervorrufen kann, ist noch nicht bekannt. Die Blockierung von 
RAGE konnte Entzündungsreaktionen sowohl in akuten als auch chronischen 
Modellen unterdrücken. Dabei führte die Inhibierung der RAGE-S100-Interaktion zu 
einer verringerten NFB-Aktivierung und niedrigerer Expression von pro-
inflammatorischen Zytokinen im Gewebe. Auch wenn RAGE-unabhängige 
Mechanismen nicht ganz ausgeschlossen werden konnten, wurde dieser Rezeptor 
aufgrund der von anti-RAGE-Antikörpern und sRAGE ausgelösten hemmenden 
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Effekte als sehr wahrscheinlicher Mediator der beschriebenen 
Entzündungsantworten angenommen (Hofmann et al. 1999).
1.3.4 RAGE-Amphoterin-Interaktion
Das zweite, 23 Kilodalton (kD) große Protein, das bei der Suche nach weiteren 
Bindungspartnern für RAGE isoliert wurde, zeigte in seiner Sequenz 
Übereinstimmung mit dem schon bekannten Protein Amphoterin (Hori et al. 1995). 
Amphoterin oder auch „high mobility group 1 B“ (HMGB1) Protein genannt 
(Merenmies et al. 1991), kommt im Zellkern vor und bindet dort an Chromatin. Es 
wird aber auch extrazellulär, vor allem während der Embryonalentwicklung, 
gefunden, wo es Zellwachstum und Migration fördert (Bianchi et al. 1989). Da 
Amphoterin eine klassische Signalsequenz fehlt, ist der Exportmechanismus bis jetzt 
kaum verstanden. Der klassische ER (Endoplasmatisches Rektikulum)/ Golgi-Weg 
wird jedoch ausgeschlossen, und man nimmt an, dass Amphoterin über 
endolysosomale Vesikel sezerniert wird (Gardella et al. 2002; Passalacqua et al. 
1997). In weiteren Studien konnte gereinigtes Amphoterin als spezifischer Ligand für 
RAGE nachgewiesen werden. Es bindet dosisabhängig sowohl an immobilisiertes 
sRAGE als auch an RAGE-exprimierende Zellen, wobei die Bindung von Amphoterin 
an RAGE höher affin ist als die der AGEs (Hori et al. 1995). Amphoterin wurde sehr 
hoch exprimiert in embryonalen Neuronen von Ratten nachgewiesen, wo ihm 
adhäsive Funktionen zugesprochen wurden (Rauvala and Pihlaskari 1987). In 
früheren Studien, die die Gewebeverteilung von RAGE untersuchten, konnte RAGE 
in verschiedenen Zellen des adulten Nervensystems nachgewiesen werden (Brett et 
al. 1993). Nach der Identifizierung von Amphoterin als hoch affinen Liganden für 
RAGE konnte gezeigt werden, dass die gleichen Zellen während der 
Gehirnentwicklung sowohl sekretorisches Amphoterin als auch RAGE exprimierten. 
Die Fähigkeit von Amphoterin, Neuritenwachstum auszulösen, konnte in in vitro
Untersuchungen mit kortikalen Ratten-Neuronen auf die Bindung an RAGE 
zurückgeführt werden, da durch Zugabe von sRAGE oder anti-RAGE-Antikörpern, 
aber auch der Expression von DN-RAGE in diesen Zellen das Neuritenwachstum 
unterdrückt werden konnte (Huttunen et al. 1999; Hori et al. 1995). Somit scheint 
RAGE, im Gegensatz zu den pathologischen Wirkungen in adulten Tieren, eine 
physiologische Funktion während der Embryonalentwicklung auszuüben. Wie es 
schon für die anderen Liganden beschrieben wurde, konnte auch für Amphoterin ein 
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Einfluß auf die Erhöhung der RAGE-Expression nachgewiesen werden. Im 
Gegensatz zu der im pathologischen Umfeld auftretenden NFB-vermittelten 
Transkriptionsaktivierung, wurden in der Anwesenheit von Amphoterin 
Bindungselemente für SP-1, ein entscheidender Transkriptionsfaktor in der frühen 
Embryonalentwicklung, im Promotor des RAGE-Gens genutzt (Li et al. 1998; Marin et 
al. 1997).
Auch in Tumorgewebe und transformierten Zellen wurde Amphoterin identifiziert 
(Kawahara et al. 1996; Xiang et al. 1997; Parkkinen et al. 1993). Der Befund, dass 
RAGE in Zusammenhang mit Amphoterin an der Bildung der Neuritenfortsätze 
beteiligt ist, deutete auf eine mögliche Rolle beim Wachstum und bei den invasiven 
Eigenschaften von Tumoren hin. Einige Tumorgewebe zeigten eine erhöhte 
Expression von RAGE (Taguchi et al. 2000), so dass in neoplastischem Gewebe die 
Konzentration RAGE-exprimierender Zellen und gleichzeitig des Liganden 
Amphoterin in erhöhtem Maß nachgewiesen wurden. Welche Auswirkungen dieser 
Befund auf das Tumorverhalten hat, wurde in zwei verschiedenen Mausmodellen 
untersucht. Die Blockade von RAGE durch Applikation von sRAGE führte in beiden 
Modellen zu verringertem Tumorwachstum, sowie geringerer Metastasierung in 
einem der Modelle (Taguchi et al. 2000). 
Amphoterin wird zusätzlich zu der Expression im Nervensystem und in Tumoren von 
aktivierten Monozyten und Makrophagen freigesetzt (Rouhiainen et al. 2004). Im 
Serum von Patienten mit endotoxischem oder haemorrhagischem Schock wurden 
aus diesem Grund hohe Konzentrationen von Amphoterin gemessen (Ombrellino et 
al. 1999; Rendon-Mitchell et al. 2003; Wang et al. 2004; Abraham et al. 2000). 
Sezerniertes Amphoterin wirkt sowohl autokrin als auch parakrin und vermittelt die 
Migration und den Gefäßdurchtritt von Monozyten in einer RAGE-abhängigen Weise. 
Die Interaktion von Amphoterin mit membranständigem RAGE führt also je nach 
Umgebung, in der diese beiden Moleküle aufeinander treffen, zu unterschiedlichen 
Auswirkungen, die vom Neuritenwachstum bis zu der zuletzt beschriebenen 
Beteiligung an Entzündungsreaktionen reichen. Amphoterin, als Lektin (Srikrishna et 
al. 2001), bindet dabei an die N-verknüpften Zuckerstrukturen, die in der variablen 
Domäne von RAGE vorhanden sind (Parkkinen et al. 1993; Srikrishna et al. 2002). 
Somit scheinen alle beschriebenen Liganden mit der V-Domäne von RAGE zu 
interagieren und in der Folge zu vielfältigen, vor allem pathologischen Erscheinungen 
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Tabelle 1: RAGE Liganden und deren Beteiligung an pathologischen und physiologischen 
Mechanismen. Angabe ausgewählter Referenzen.
1.4 Aufbau der Lunge
Eine besonders starke Expression von RAGE wurde in der Lunge beschrieben (siehe 
S. 12). Obwohl dies eine physiologische Funktion von RAGE in diesem Organ nahe 
legt, wurden hierzu keine weiteren Untersuchungen unternommen. Um die in dieser 
Arbeit analysierte exakte Lokalisation und Funktion von RAGE in der Lunge besser 
verstehen zu können, wird zunächst der Aufbau der Lunge erläutert.
Die Lunge ist aufgeteilt in den luftleitenden Teil und den eigentlichen respiratorischen 
Trakt, wobei mehr als 40 verschiedene Zelltypen im Lungenaufbau involviert sind 
(Weibel 1988). Das respiratorische Gewebe besteht aus den respiratorischen 
Bronchiolen, den Alveolargängen und den Alveolen. Über die mehr als 300 Millionen 
vorhandenen Alveolen findet der Gasaustausch mittels Diffusion statt. Sie haben 
einen Durchmesser von ungefähr 250 µm und umfassen insgesamt eine Fläche von 
70 m². Die Alveolaroberfläche ist beidseitig von Alveolarepithel bedeckt, das aus zwei 
spezialisierten Zelltypen, den Alveolarepithelzellen Typ I und Typ II (AT I Zellen, bzw. 
AT II Zellen), besteht, die wiederum von einem feinen Kapillarnetz umspannt sind 
(Abb. 3A). Die Blut-Luft-Schranke wird durch das Zytoplasma und die apikale und 
basolaterale Membran der AT I Zellen, sowie durch die verschmolzene 
Basalmembran und das Zytoplasma und die Membran der Endothelzellen der 
Kapillaren gebildet (Abb. 3B). 
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Abbildung 3. Respiratorischer Trakt der Lunge. (A) Die Bronchiolen verzweigen sich in die 
Alveolargänge und enden schließlich in den Alveolen, die von einem engem Kapillarnetz umgeben 
sind. An dieser Stelle findet der Gasaustausch mittels Diffusion statt (modifiziert nach Netter NH: Atlas 
der Anatomie des Menschen, 2. Auflage, 1999, Novartis Pharma AG; Thieme Verlag). (B) 
Schematische Darstellung der Blut-Luft-Schranke: zwischen der basalen Membran der 
langgestreckten AT I Zelle (Pneumozyt I) und der Kapillarendothelzelle liegt eine gemeinsame 
Basallamina, so dass eine schmale Barriere von 0,1 – 1,5 µm für den effektiven Gasaustausch 
gewährleistet wird. Die apikale Membran der AT I Zellen ist mit einem Surfactantfilm überzogen, der 
die Oberflächenspannung verringert und somit verhindert, dass die Alveolen während der Ausatmung 
zusammenfallen (modifiziert nach Junqueira LC et al., Basic Histology, 9. Auflage, 1998, Appleton 
Lange).
Um einen effizienten Gasaustausch zu gewährleisten, beträgt die Blut-Luft-Schranke 
lediglich 0,1 – 1,5 µm. Dies beruht auf dem außerordentlich dünnen, gestreckten 
Zytoplasma der AT I Zellen. Mit ihren langen Fortsätzen bedecken sie ungefähr 95 % 
der Alveolaroberfläche, obwohl sie nur 40 % der Alveolarepithelzellen ausmachen 
(Crapo et al. 1982). AT I Zellen sind ausdifferenziert und mitose-inaktiv. Sie sind 
durch eine geringe Anzahl von Organellen gekennzeichnet. Bisher sind nur wenige 
spezifische Marker für diesen Zelltyp bekannt, was eine weitere Charakterisierung 
schwierig gestaltete. Allerdings werden momentan weitere Funktionen, wie die 
Rückgewinnung von Proteinen, sowie von Flüssigkeiten aus dem Alveolarlumen über 
die AT I Zellen untersucht (Borok et al. 2002; Johnson et al. 2002; Kim and Malik 
2003). Im Gegensatz dazu sind die AT II Zellen ausführlicher beschrieben. Diese 
quaderförmigen Zellen werden auch als Nischenzellen bezeichnet, da sie sich in den 




Abbildung 4. Immunfluoreszenzfärbung eines Lungenparaffinschnitts der Ratte: die in den 
Ecken liegenden AT II Zellen wurden gegen Surfactant Protein D (grüne Fluoreszenz) gefärbt, die 
langgestreckten AT I Zellen wurden durch Lycopersicon esculentum Agglutinin (rote Fluoreszenz) 
angefärbt (Abbildung übernommen von (Fehrenbach 2001)).
Sie machen ungefähr 60 % der Alveolarepithelzellen aus, wobei sie nur die restlichen 
5 % der Alveolaroberfläche bedecken. Die AT II Zellen besitzen charakteristische 
Organellen, die „Lamellar Bodies“, die die sekretorischen Granula des Surfactant 
darstellen (MACKLIN 1954; Phelps and Floros 1991). Das Surfactant bildet ein 
Gemisch aus 90 % Lipiden und 10 % Surfactant-assoziierten Proteinen (Griese 
1999). Es mindert die Oberflächenspannung an der sehr großen Gewebe-Luft-
Grenzfläche und verhindert so das Zusammenfallen der Alveolen während der 
Ausatmung (Hills 1999; Nicholas 1996). Die AT II Zellen gelten als Stammzell-
Population des Alveolarepithels (Kapanci et al. 1969; Uhal 1997). Sie können 
proliferieren und gelten als Vorläuferzellen der AT I Zellen. Diese selbst können 
durch ihre Organellenarmut kaum zelluläre Schäden beheben, so dass sie leicht 
durch toxische endogene oder exogene Einflüsse irreversibel geschädigt werden 
(Weibel 1971). In einem solchen Fall wird die Proliferation der AT II ausgelöst, die 
dann in AT I Zellen differenzieren können (Brody and Williams 1992; Evans et al. 
1975). Die molekulare Regulation dieser komplexen Vorgänge, die den Schlüssel 
von Lungenentwicklung und Heilungsprozessen darstellen, ist noch vollkommen 
unbekannt (Williams MC, Annu Rev Physiol, 2003, 669), so dass die Identifizierung 




1.5 Zielsetzung und Arbeitsprogramm
Für die Aufklärung und Bestimmung der physiologischen Rolle von RAGE wurden 
zwei wesentliche Aspekte untersucht. 
Zum einen sollte durch qualitative und quantitative Bestimmung der 
Bindungskapazität die physiologische und pathophysiologische Relevanz bereits 
bekannter Liganden an RAGE evaluiert werden. 
Darüber hinaus hieß die vornehmliche Zielstellung, die Bedeutung von RAGE in 
Lungengewebe, einem Organ, dem bisher trotz der bekannten Expression von RAGE 
wenig Beachtung beigemessen wurde, zu analysieren. Besonderes Augenmerk 
wurde in diesem Zusammenhang auf eine mögliche neue physiologische Funktion 
von RAGE gelegt, um die beschriebenen physiologischen und vor allem 
weitreichenden pathologischen Aspekte von RAGE einordnen und ergänzen zu 
können.
Charakterisierung der Bindung definierter AGEs an RAGE
Die Vielzahl verschiedener AGE-Modifikationen ließ die Frage aufkommen, ob allen 
die gleiche Fähigkeit zukommt, RAGE zu binden und damit Erkrankungen 
auszulösen, bzw. bereits bestehende Krankheitsbilder zu verschlechtern. Bisher gibt 
es allerdings weder eine universell anerkannte Methode zur Detektion von AGEs, 
noch interne Standards für die Klassifikation der heterogenen Modifizierungen oder 
eine international verwendete Maßeinheit (Singh et al. 2001). Ein Ziel war es 
deswegen in Zusammenarbeit mit dem Institut für Lebensmittelchemie der TU 
Dresden und dem Institut für Polymerforschung e.V. langfristig einen „Biosensor“ für 
AGEs zu generieren. Hierfür mussten Bindungsexperimente etabliert werden, um die 
Affinität verschiedener, chemisch genau definierter AGEs an RAGE untersuchen zu 
können und somit potentiell „schädliche“ AGEs zu erkennen. Weiterhin sollten diese 
Experimente dazu dienen, eine Korrelation zwischen Art der AGE-Modifikation und / 
oder Konzentration des AGE-Gehalts und bestimmten Krankheitsbildern zeigen zu 
können. Den Lebensmittelchemikern kam dabei die Synthese AGE-modifizierter 
Moleküle zu. Die Polymerforscher übernahmen die Entwicklung geeigneter 
Trägermaterialien für die Immobilisierung des Rezeptors. Im Rahmen der 
Doktorarbeit beinhaltete meine Aufgabe, molekularbiologische Methoden zur 
Expression und biochemische Methoden zur Reinigung von löslichem RAGE 
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(sRAGE), sowie die Expression von membranständigem RAGE (flRAGE), zu planen. 
Beide Konstrukte sollten in einem geeigneten Zellsystem exprimiert werden. Für den 
Einsatz des sRAGE in Festphasen-Bindungsexperimenten musste zunächst die 
Reinigung des Proteins etabliert werden. Neben dem Einsatz in 
Bindungsexperimenten war beabsichtigt, das gereinigte sRAGE-Protein für die 
Herstellung hoch spezifischer monoklonaler anti-RAGE-Antikörper zu nutzen. Diese 
sollten einerseits für die Detektion von RAGE im Gewebe, andererseits in 
Funktionsanalysen z.B. als Blockierungsreagenz eingesetzt werden. Ein weiteres Ziel 
beinhaltete die Untersuchung der Funktionalität des membranständigen Rezeptors 
über den Nachweis der Bindung von Liganden, indem Digoxigenin-markierte AGEs 
eingesetzt wurden. Deren Interaktion mit RAGE sollte mittels FACS Analysen oder 
Fluoreszenzmikroskopie gezeigt werden. Eine alternative Möglichkeit des 
Funktionsnachweises von flRAGE boten Zell-Aktivierungsstudien, wobei die für 
RAGE-AGE-Interaktionen beschriebene NFB-Aktivierung mittels EMSA 
(electrophoretic mobility shift assay) untersucht wurde, oder die Phosphorilierung der 
in der Signalkaskade vorgeschalteten MAP- (Mitogen-aktivierte Protein-) Kinasen 
mittels Western Blot detektiert werden sollte. 
Bedeutung der hohen Expressionsstärke in Lungengewebe
RAGE wurde ursprünglich aus der Lunge isoliert, da dieser als endothelreiches 
Gewebe auch eine hohe Expression dieses hauptsächlich auf Endothelzellen 
beschriebenen Rezeptors vorausgesagt wurde. Jedoch kommt den AGEs in der 
Lunge keine bedeutende Rolle zu, so dass es parallel zu der Charakterisierung der 
AGE-RAGE-Interaktion das vorrangige Ziel war, die bisher in der Literatur 
vollkommen vernachlässigte Frage nach der physiologischen Funktion von RAGE an 
dieser Stelle zu klären. Hierfür sollte zunächst die Gewebeverteilung mittels der 
hochsensitiven Methode der quantifizierenden „real time“ RT-PCR überprüft werden. 
Mit Hilfe der neu generierten monoklonalen Antikörper sollte der Nachweis der 
Korrelation von RAGE-Transkriptmengen und Protein erfolgen. Es war geplant, 
zunächst gesamtes Lungenlysat im Western Blot zu analysieren. Um eine mögliche 
physiologische Funktion von RAGE in der Lunge definieren zu können, sollte 
ebenfalls unter Verwendung der neu generierten monoklonalen anti-RAGE-
Antikörper die zelluläre und subzelluläre Lokalisation des Rezeptors ermittelt werden. 
Die Durchführung von Immunfluoreszenz- sowie immunhistochemischen 
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Untersuchungen von Lungengefrierschnitten wurde hierfür in Erwägung gezogen. 
Die Expressionsprodukte der durch molekularbiologische Methoden hergestellten 
RAGE-Konstrukte (siehe vorher) standen schließlich für Funktionsanalysen zur 
Verfügung. Es war z.B. beabsichtigt, in Bindungsstudien mit RAGE-transfizierten 
Zellen oder gereinigtem sRAGE zu untersuchen, ob RAGE spezifisch mit in der 
Lunge vorkommenden Molekülen oder Zellen interagiert und ob dies in 
Zusammenhang mit bisher für RAGE beschriebenen Eigenschaften als 
Signaltransduktionsrezeptor oder als Gegenrezeptor für Leukozytenintegrine steht. 
Darüber hinaus sollte die mögliche Beteiligung von RAGE an weiteren Prozessen 
erörtert werden. In Betrachtung gezogen wurden z.B. Transportprozesse, die durch 
Internalisierungsexperimente untersucht werden konnten, oder die Vermittlung von 
Zelladhärenz, wofür Kinetikuntersuchungen angedacht waren.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Chemikalien
Die Chemikalien wurden im Allgemeinen von Sigma (Taufkirchen), Merck AG 
(Darmstadt), Gerbu (Gaiberg) oder Roth (Karlsruhe) bezogen. Bei Verwendung 
anderer Hersteller wurde dies angegeben. 
2.1.2 Lösungen und Puffer
Anodenpuffer 1 300 mM Tris-Base 
20 % Methanol (v/v)
Anodenpuffer 2 25 mM Tris-Base
20 % Methanol (v/v)
Beschichtungspuffer 50 mM NaHCO3, pH 9,5 
BSF 137 mM NaCl
5 mM KCl 
0,7 mM Na2HPO4 x 7 H2O 
10 mM HEPES
5,5 mM Glukose, pH 7.4





Coomassie-Entfärbelösung 10 % Eisessig (v/v)
10 % 2-Propanol (v/v)
Coomassie-Färbelösung 10 % Eisessig (v/v)
40 % Methanol (v/v)
0,1 % Coomassie Brilliant Blue G250 (Fluka, Steinheim)
EMSA-Ladepuffer 25 % Glycerol (v/v)
0,05 % Bromphenolblau (w/v)
0,05 % Xylenxyanolblau (w/v)







EMSA-Puffer C 20 mM HEPES-KOH, pH 7,9 bei 4°C






Gelfixierungslösung 10 % Eisessig (v/v)
50 % Methanol (v/v)
6 x Gelladepuffer 30 % Glyzerin (v/v)
0,25 % Bromphenolblau (w/v)
0,25 % Xylenxyanol FF (w/v) (Fluka)
Geltrocknungslösung 7 % Eisessig (v/v)
1 % Glyzerin (v/v)
7 % Methanol (v/v)
Immunogold-Blockierung 0,5 % (w/v) Fischgelatine
0,5 % (w/v) BSA
0,01 % Tween 20
in PBS
Immunogold-Fixierung 4 % Formaldehyd (w/v)
0,05 % Glutaraldehyd (w/v)
in 0,1 M Natrium Cacodylate Puffer, pH 7.2 
Kathodenpuffer 25 mM Tris-Base
40 mM 6-Aminocapronsäure (Fluka)
20 % Methanol (v/v)
Lysepuffer für Säugerzellen 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) 
300 mM NaCl 
2 mM EDTA
1 % NP-40 
Protease inhibitor Tablette (1 Tablette/ 10 ml Puffer; 
Roche)        
Lysepuffer für Lungengewebe
150 mM NaCl 
50 mM Tris-HCl (pH 7.4) 
1 mM EDTA 
1 mM PMSF
1 % (v/v) Trition X-100 
1 % (w/v) Natriumdesoxycholat
0.1 % (w/v) SDS
Protease inhibitor Tablette (1 Tablette/ 10 ml Puffer)
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Lysozymlösung 10 mg /ml Hühnereiweißlysozym in 
10 mM Tris-HCl (pH 8,0)
MC-Elutionspuffer 20 mM NaH2PO4 x H2O, pH 8,0
50-250 mM Imidazol (Roth, Karlsruhe)
MC-Puffer 20 mM NaH2PO4 x H2O, pH 8,0
5 mM Imidazol






17,5 % Glycerol (v/v)
1 mg/ ml BSA (DNase-frei)
PBS 9,55 g/ l PBS Trockensubstanz (Biochrom, Berlin)
RNase-Lösung 2 mg/ ml RNase A (Roche, Mannheim) in 10 mM Tris-
HCl, 15 mM NaCl, pH 7,5, 8000 U RNase T1 (Roche)
5 x SDS-Probenpuffer 50 % Glyzerin (v/v)
15 % SDS (w/v)
15 % 2-Mercaptoethanol (v/v)
0,15 % Bromphenolblau (w/v)
STET-Puffer 10 mM Tris-HCl, pH 8,0
1 mM EDTA
0,1 M NaCl
5 % Triton X-100 (v/v)
T4 Polynukleotidkinase-Puffer 10x 
700 mM Tris-HCl, pH 7,6
100 mM MgCl2
50 mM DTT
TBE-Puffer 89 mM Tris-HCl, pH 8,0
89 mM Borsäure
2 mM EDTA
TBS 10 mM Tris-HCl, pH 7,5
150 mM NaCl
TBSTT TBS
0,05 % Tween-20 (v/v) (Serva)
0,2 % Triton X-100 (v/v)





0,1 % Tween 20 (v/v)
2.1.3 Kulturmedien
LB-Medium 1 % Trypton (w/v) (Becton Dickinson)
0,5 % Hefeextrakt (w/v) (Becton Dickinson)
1 % NaCl (w/v)
pH 7,0
LB-Agar LB-Medium
15 g/ l Agarose (Becton Dickinson)
D-MEM D-MEM high glucose (4500 mg/ ml) (Invitrogen)
10 % FKS (v/v)
100 µg/ ml Penicillin/ Streptomycin
RPMI RPMI 1640 
2 mM L-Glutamin
1 mM Natriumpyruvat
1 x nichtessentielle Aminosäuren
10 % FKS (v/v)
100 µg/ ml Penicillin/ Streptomycin
(alle Substanzen von Biochrom)
M199 Medium 199 (GibcoBrl)
20 % (v/v) Humanserum
25 U/ ml Penicillin G
25 µg/ ml Streptomycinsulfat
Endothelzell-Medium EBM-2 (Clonetics, USA)
EGM-2 MV Zusätze (Clonetics)
5 % FKS (v/v)
SAGM Medium SAGM (CellSystems)
1 % (v/v) FKS
100 U/ ml Penicillin
100 µg/ ml Streptomycin
2.1.4 Zelllinien
Die Zelllinien HEK293, HEK293 T, Molt, Jurkat und THP-1 wurden von der 
Sammlung für Zelllinien und Hybridome „American Type Culture Collection“ (ATCC; 
Manassas, VA, USA) oder der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, Deutschland) bezogen. Die Primärzelllinie 
HMVEC-L (humane mikrovaskuläre Endothelzellen der Lunge) und die 
Primärzelllininie NHLF (normale humane Lungenfibroblasten) wurden von Clonetics/ 
BioWhittaker (Verviers, Belgien) bestellt.
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Die verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 2 zusammengefasst.













Suspension humane akute T-Lymphoblastoide 
Leukämie













Zusatz von Wachstumsfaktoren zu 
Kulturmedium (hFGF)
Tabelle 2 : Ursprung und Merkmale der Zelllinien
2.1.5 Weitere Materialien
Alle weiteren Materialien wie Chemikalien, Antikörper, Kitsysteme und Gerätschaften 
sind im Rahmen der Methodenbeschreibungen angegeben. 
2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.1 Polymerasekettenreaktion
Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) wurden ausgewählte DNA Sequenzen 
spezifisch anhand von zwei Oligonukleotiden, die am 5´- bzw. 3´-Ende des 
gewünschten DNA-Stücks binden, amplifiziert. Die verwendeten Oligonukleotide, 
oder Primer sind in den entsprechenden Kapiteln angegeben. Für die Reaktion 
wurde standardmäßig Titanium Taq Polymerase (BD Clontech) eingesetzt. Für die 
Amplifikation von DNA-Sequenzen mit höherer Genauigkeit, zum Beispiel die DNA 
der Expressionsprodukte, wurde Advantage 2 High Fidelity (HF) Polymerase (BD 
Clontech) benutzt, da diese eine Korrekturlesefunktion aufweist. Die PCR wurde in 
25 µl Ansätzen mit je 0,5 µM Oligonukleotidprimern, 1 mM dNTP (MBI Fermentas), 
1x Reaktionspuffer und Taq Polymerase in 200 µl Reaktionsgefäßen (Eppendorf) in 
dem UNO II Thermocycler (Biometra, Göttingen) durchgeführt.
2.2.2 Restriktionsverdau von DNA
Für analytische und präparative Zwecke wurde die DNA mit Hilfe von 
Restriktionsendonukleasen verschiedener Hersteller (Amersham Biosciences, 
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Freiburg, MBI Fermentas, St. Leon-Roth) in definierte Fragmente geschnitten. Die 
Verdaubedingungen und Puffer wurden den Angaben der jeweiligen Hersteller 
entnommen. Die Konzentration der eingesetzten Enzyme betrug mindestens 1 U/ µg 
zu verdauender DNA, die Verdauzeit normalerweise 1 h, die Verdautemperatur war 
vom jeweiligen Enzym abhängig.
2.2.3 Agarosegelelektrophorese von Nukleinsäuren
Die PCR-Produkte wandern aufgrund ihres Molekulargewichts unterschiedlich 
schnell in einem horizontalen Agarosegel, an das ein Spannungsfeld angelegt wird. 
Somit können unterschiedlich lange DNA Fragmente elektrophoretisch getrennt 
werden. Je nach Länge der zu trennenden Produkte wurde die Agarose (Serva) in 
einer Konzentration von 0,8–1,5 % (w/v) in 0,5 x TBE-Puffer durch Aufkochen gelöst 
und nach Abkühlen mit 0,2 µg/ ml Ethidiumbromid versetzt, um die DNA Fragmente 
im Gel detektieren zu können. Die so behandelte Agarose wurde in die Gelträger-
Apparaturen gegossen. Die Proben und der Molekulargewichtsmarker (100 
Basenpaar (bp), bzw. 1 (Kilobasen) kb DNA-Leiter; Invitrogen) wurden mit 1/ 6 des 
Gesamtprobenvolumens 6x Gelladepuffers versetzt. Das mit den Proben beladene 
Gel wurde in die mit 0,5 x TBE-Puffer gefüllte Elektrophoresekammer (Amersham) 
überführt und die Elektrophorese wurde für 0,5 h bis 1,5 h bei einer maximalen 
Spannung von 7 V/ cm Elektrodendistanz durchgeführt. Für die Gelauswertung 
wurde ein UV-Transilluminator (Biostep, Jahnsdorf) verwendet.
2.2.4 Isolierung von DNA aus Agarosegelen
Die durch die Agarosegelelektrophorese getrennten DNA Sequenzen wurden mit 
einem sauberen Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit dem 
QiaQquickTM Gel Extraction Kit von Qiagen (Hilden) oder dem Invisorb Spin DNA 
Extraction Kit von Invitek (Berlin) nach den Protokollen der Hersteller isoliert. Die 
DNA wurde mit H2O von den in den Kits enthaltenen Säulen eluiert und bei -20°C 
gelagert. 
2.2.5 Klonierung von PCR-Produkten
Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe des TOPO TA Cloning Kits (Invitrogen) nach den 
Angaben des Herstellers in die Vektoren pCR2.1-TOPO bzw. pCRII-TOPO kloniert, 
wobei der durch die Taq-Polymerase an den 3´-Enden der PCR-Produkte 
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angehängte Desoxyadenosin-Rest mit den 3´-seitigen überhängenden 
Desoxythymidin-Resten des linearisierten Vektors mit Hilfe des vektorgekoppelten 
Enzyms Topoisomerase I ligiert wird.
DNA-Fragmente, die durch Behandlung mit Restriktionsendonukleasen 
überhängende oder glatte Enden aufwiesen, wurden mittels Fast-Link Ligase (MBI 
Fermentas) in die Restriktionsschnittstellen der entsprechenden Vektoren kloniert. 
Die Ligation erfolgte laut Angaben des Herstellers in 15 – 30 min bei RT, danach 
wurde die Enzymaktivität bei 70°C für 15 min inaktiviert. Es wurde ein drei- bis 
fünffacher Überschuss an Fragment-DNA im Verhältnis zur Vektor-DNA verwendet.
2.2.5.1 Klonierung von sRAGE
Die Sequenz, die für humanen löslichen RAGE (sRAGE) kodiert, bestehend aus den 
Aminosäuren 22-342, wurde aus einer humanen Lungen-cDNA Bibliothek (Clontech, 
Palo Alto, CA, USA) kloniert. Spezifische Primer wurden so ausgewählt, dass mittels 
PCR aminoterminal (N-terminal) die Restriktionsschnittstelle SfiI und carboxyterminal 
(C-terminal) EcoRI eingefügt wurde. Außerdem wurden über den C-terminalen 
Primer ein His6-Tag und ein Stop-Codon inseriert. Der Vorwärts-Primer hat die 
Bezeichnung RAN20: 5’GCGGCCCAGCCGGCCGGTGCTCAAAACATCACAGCC 3’; 
der Rückwärtsprimer wurde RA15 genannt: 5’ 
CACGAATTCTCAGTGATGGTGATGGTGATGGGCTAG AGTTCCCAGCCCTGA 3’. 
Die Restriktionsschnittstellen sind kursiv gedruckt, die Sequenz des His6-Tags ist 
durch Unterstreichen gekennzeichnet, die unterstrichene und kursiv gedruckte 
Sequenz des Rückwärts-Primes markiert das Stop-Codon.
Das so gewonnene PCR-Produkt wurde in den Expressionsvektor pSecTag2B 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, Germany) einkloniert. Hauptmerkmal dieses Vektors ist 
die murine Ig -leader Sequenz, die vor der „Multiple Cloning Site“ (MCS) des 
Vektors lokalisiert ist. Sie ermöglicht die Sekretion des exprimierten Zielproteins, in 
diesem Fall sRAGE, in das Zellkulturmedium (Vektorkarte pSecTag2B-sRAGE: siehe 
Anhang). 
2.2.5.2 Klonierung von flRAGE
Die humane cDNA, bestehend aus der vollständigen Sequenz des Rezeptors, wurde 
ebenfalls aus einer Lungen-cDNA Bibliothek (Clontech, Palo Alto, CA, USA) kloniert 
und mit Hilfe konventioneller PCR-Techniken unter Verwendung spezifischer Primer 
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amplifiziert. Folgende Primer wurden für dieses „full length“ RAGE-Konstrukt 
(flRAGE) gewählt: Vorwärts-Primer: RAN13: 5´ 
CACGCTAGCATGGCAGCCGGAACAGCAGTTGGA und Rückwärts-Primer: RAC13: 
5´ GTGGAATTCTCAAGGCCCTCCAGTACTACTCTCG. Die flRAGE-Primer führten 
die Restriktionsschnittstellen NheI am N-Terminus und EcoRI am C-Terminus ein, 
deren Sequenzen hier kursiv gekennzeichnet sind. Diese ermöglichten die 
Klonierung der flRAGE-Sequenz in die Expressionsvektoren pcDNA 3.1+ (Invitrogen, 
Carslbad, CA, USA) und pIRES2EGFP (Clontech). (Vektorkarten pflRAGE-IRES2-
EGFP und pcDNA3.1-flRAGE: siehe Anhang)
2.2.6 Transformation von DNA in kompetente Bakterien und Kultivierung
Die Transformation der Ligationsansätze erfolgte entweder in die TOPO TA Cloning 
Kit enthaltenen kompetenten Bakterien des E. coli Stammes TO10F’ oder XL1-blue 
(Stratagene), die nach der Methode von (Hanahan 1983) chemisch kompetent 
gemacht wurden. Der Ligationsansatz wurde zu einem 100 µl Bakterienaliquot 
gegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte ein Hitzeschock bei 
42°C für 90 s und daraufhin eine weitere Inkubation für 2 min auf Eis. Die so 
behandelten Bakterien wurden in 1 ml LB-Medium für 1 h bei 37°C im Schüttler 
inkubiert, danach auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum und im Falle 
der Bakterien des TOPO TA Cloning Kits mit IPTG (Isopropyl--D-
Thiogalactopyranosid) und X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-D-Galactosid)
ausgestrichen und über Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert. 
Nach einer Inkubationszeit von 12-16 h wurden einzeln liegende Bakterienkolonien 
mit sterilen Zahnstochern gepickt und zum Animpfen von 5 ml LB-Kulturen mit 
entsprechenden Antibiotika-Zusätzen verwendet. Diese Bakterienkulturen wurden 
wiederum bei 37°C im Bakterienschüttler über Nacht inkubiert. 1,5 ml der Über-
Nacht-Kulturen wurden zentrifugiert (1 min, 14000 x g, RT) und für die Präparation 
der Plasmid-DNA verwendet. 
2.2.7 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen
Die Minipräparation der Plasmid-DNA erfolgte leicht modifiziert nach der Methode 
von Holmes und Quigley (1981). Die Bakteriensedimente wurden in 350 µl STET-
Puffer resuspendiert und nach Zugabe von 25 µl Lysozymlösung für 40 s aufgekocht 
und abzentrifugiert (10 min, 14000 x g, RT). Das Sediment der Zelltrümmer wurde 
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mit einem sterilen Zahnstocher entfernt, und die Plasmid-DNA wurde aus dem 
Überstand durch Zugabe von 40 µl einer 2,5 M Lösung von Natriumacetat (pH 5,2) 
und 420 µl 2-Propanol und Inkubation von 5 min bei RT gefällt. Die gefällte DNA 
wurde sedimentiert (10 min, 14000 x g, 4°C), mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und 
wie vorher erneut sedimentiert. Nach Entfernung des Ethanols durch Lufttrocknen 
wurde die Plasmid-DNA in 50 µl H2O aufgenommen und vorhandene RNA wurde 
durch Zusatz von 1 µl RNase-Lösung verdaut. 5 µl der gelösten Plasmid-DNA 
wurden zur Analyse des Inserts mittels eines Restriktionsverdaus herangezogen.
Anhand des Kontrollverdaus ausgewählte Klone wurden zum Animpfen von 100 ml 
LB-Kulturen mit entsprechenden Antibiotika-Zusätzen verwendet und nach 
Inkubation über Nacht bei 37°C im Schüttelinkubator zur Maxi-Präparation der 
Plasmid-DNA herangezogen. Für die Gewinnung der Plasmid-DNA wurde das 
Invisorb Plasmid Maxi Kit (Invitek, Berlin) genau nach Anleitung verwendet.
Die Bestimmung der DNA-Konzentration und der Reinheit erfolgten durch Messung 
der optischen Dichte (OD) bei 260 nm bzw. des Verhältnisses von OD260 nm/ OD280 nm
an einem Spektralphotometer (BioPhotometer; Eppendorf, Hamburg) unter 
Verwendung spezieller Kunststoffküvetten (Eppendorf). Eine OD260 nm = 1 entspricht 
50 µg DNA/ ml, 40 µg RNA/ ml bzw. 30 µg Oligonukleotide/ ml.
2.2.8 Sequenzierung von Nukleinsäuren
Klonierte PCR-Produkte und Vektorkonstrukte wurden unter Voraussetzung des 
Vorhandenseins entsprechender Bindungsstellen für den Cy5.0 M13 -40 „forward“-
Primer und den M13 „reverse“-Primer (Amersham Biosciences), mittels des Thermo 
Sequenase Primer Cycle Sequencing Kits (Amersham Biosciences) durch die 
Kettenabbruchmethode nach dem Originalprotokoll des Herstellers auf beiden DNA-
Strängen sequenziert. Zur Analyse der Proben diente ein automatischer DNA-
Sequenzierer (ALFexpress; Amersham). Für die elektrophoretische Auftrennung der 
Produkte (Laufzeit: 900 min, Spannung: 1500 V, Stromstärke: 60 mA, Leistung: 25 
W, Temperatur: 55°C, „sample interval“: 2 s) wurde ein spezielles Polyacrylamidgel 
verwendet, dessen Polymerisation durch UV-Exposition ausgelöst wird (ReproGel 
Long Read; Amersham). Bei großen Inserts und der Notwendigkeit der Verwendung 
von insertspezischen Primern wurde außerdem der kommerzielle Sequenzierservice 
der Firma GATC Biotech AG (Konstanz) in Anspruch genommen.
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2.2.9 RNA-Isolierung aus Zellen
Für die RNA-Extraktion wurden ungefähr 5 x 106 Zellen in 1 ml TriPure Isolation 
Reagent (ehemals Boehringer, Mannheim) aufgenommen und nach den Angaben 
des Herstellers behandelt. Die isolierte RNA wurde in Diethylpyrocarbonate (DEPC) 
–behandeltem RNase-freiem H2O aufgenommen und die Reinheit der RNA wurde 
durch die spektrophotometrische Bestimmung des Verhältnisses von OD260 nm/ OD280 
nm untersucht. Mögliche genomische DNA Kontaminationen wurden mittels DNase I 
(MBI Fermentas) nach Originalprotokoll des Herstellers verdaut. Die RNA wurde 
entweder direkt für die Umschreibung eingesetzt oder langfristig bei – 80°C gelagert.
2.2.10 Reverse Transkription von mRNA
Die Umschreibung der DNA-freien mRNA in cDNA erfolgt mit Hilfe des Enzyms 
Reverse Transkriptase. 1 µg der Gesamt-RNA wurde zur cDNA-Synthese unter 
Verwendung des Oligo(dT)18-Primers mit Hilfe des RT-for-PCR Kits (BD Clontech, 
Hamburg) eingesetzt. Den Anweisungen des Herstellers wurde strikt gefolgt. Die 
cDNA wurde in DEPC-H2O verdünnt und in Aliquots bei -80°C gelagert. 
2.2.11 Quantitative „real time“ RT-PCR
Diese Methode erlaubt nicht nur die Untersuchung des Vorhandenseins einer 
bestimmten DNA-Sequenz in einer Probe wie herkömmliche PCRs, sie ermöglicht 
die Quantifizierung der Ausgangs-cDNA Menge in einer Probe und ermöglicht so den 
Vergleich der Expressionsstärke in verschiedenen Proben. 
Die mRNA-Expression der Gene GAPDH (Glyceraldehyd-3-
Phosphatdehydrogenase) und RAGE wurde mit Hilfe des „Light Cycler“ (LC)-
Instruments (Roche Diagnostics) quantitativ bestimmt. Hierfür wurden „real time“-
PCR Assays auf der Grundlage der Detektion des DNA-interkalierenden Farbstoffes 
SYBR Green I, der von der optischen Einheit des Geräts nach jedem Zyklus 
detektiert wird, durchgeführt. Für die „real time“ RT-PCR-Analysen wurde die 
Reagenzien des LC-FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche Diagnostics), der 
eine „hot start“-PCR zur Verminderung von Primerdimeren ermöglicht, nach den 
Angaben des Herstellers verwendet. In einem 20 µl Reaktionsansatz wurden 10 % 
DNA Master SYBR Green I Mastermix, je nach verwendetem Primerpaar 4-5 mM 
MgCl2, 0,5 µM jedes Primers und 2 µl cDNA verwendet. Entsprechend der 
Probenzahl wurde ein Mastermix aller Reagenzien außer der cDNA angefertigt, um 
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durch Pipettierfehler hervorgerufene Schwankungen zu minimieren. Bei jeder PCR-
Analyse wurde ein Ansatz ohne cDNA mitgeführt, um DNA Kontaminationen, die bei 
dieser hoch sensitiven Methode zu falsch-positiven Ergebnissen führen könnten, 
auszuschließen. Die MgCl2-Konzentration sowie die Primer-„annealing“-Temperatur 
wurde für jedes Primerpaar separat etabliert, so dass jeweils die niedrigsten 
„crossing points“ (Cp), die höchste Fluoreszenzintensität und der steilste Anstieg der 
Fluoreszenzintensität erzielt wurde, und Primerdimere, sowie unspezifische 
Amplifikationsprodukte vermieden wurden. 
Die „real time“ RT-PCR-Assays zur Untersuchung der verschiedenen Gene 
bestanden generell aus einer initialen Denaturierung (10 min, 95°C) sowie 40 
Amplifikationszyklen bestehend aus Denaturierung (15 s, 95°C), „annealing“ (5 s, 
Temperatur je nach Primerpaar variabel), Elongation (Zeit je nach Produktlänge 
variabel, 72°C) sowie einer Schmelzkurvenanalyse der PCR-Produkte. Bei dieser 
Analyse wird durch stufenloses Erhitzen der PCR-Proben (0,2°C/ s; von 70°C auf 
95°C) die Doppelstrang-DNA denaturiert, wodurch die interkalierten SYBR Green 
Moleküle aus der DNA freigesetzt werden, und somit die Fluoreszenzintensität 
langsam abnimmt. Bei Erreichen des Schmelzpunktes der DNA-Probe nimmt die 
Fluoreszenz abrupt ab. Diesen Schmelzpunkt kann man anhand der durch die 
Software ermittelten Schmelzkurve identifizieren. Bei Vorhandensein unspezifischer 
PCR-Produkte könnte man dies mit Hilfe der Schmelzkurven-Analyse durch Auftreten 
divergierender Schmelzpunkte nachweisen. Die zur Amplifikation der verschiedenen 
Sequenzen eingesetzten Primer, die einzelnen Stufen der Amplifikationszyklen, 
sowie die MgCl2-Konzentrationen sind in der Tabelle 3 aufgelistet. 
Die Expression von RAGE wurde zum einen in verschiedenen humanen Geweben 
untersucht. Hierfür wurde die cDNA der Normalgewebe von BD Clontech bezogen 
(„Multiple Tissue cDNA Panel“ I und II). Die cDNA jedes Gewebes war hier aus 
mehreren gesunden Spendern (2-45) zusammengefaßt, so dass individuelle 
Schwankungen der Expressionsstärke relativiert werden konnten. Weiterhin wurden 
die cDNA-Proben dieser „Panel“ bereits gegen die Expression von vier 
Haushaltsgenen (GAPDH, -Aktin, -Tubulin und Phospholipase A2) normalisiert 
und konnten somit direkt in der Expressionsstärke der untersuchten Gene verglichen 
werden. Zum anderen wurde die RAGE-Expression in verschiedenen Primärzellen 
wie Endothelzellen und Alveolarepithelzellen, sowie in der mit der RAGE-Sequenz 
transfizierten humanen Zelllinie HEK293 und HEK293 Wildtyp (wt) und darüber 
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hinaus in cDNA-Proben aus entzündetem (M. Crohn) Gewebe untersucht und 
verglichen. Die Bestimmung der absoluten Kopienzahl der spezifischen cDNAs in 
den einzelnen Proben wurde durch eine Amplifikation von Standards mit bekannter 
Molekülzahl zwischen 101 und 108/ Kapillare im gleichen LC-Lauf (externe 
Standards) ermöglicht. Die Plasmidstandards wurden durch Klonierung der 
spezifischen DNA-Sequenzen in den PCR-Vektor pCR2.1-TOPO, anschließende 
Transformation und Plasmid-Maxi-Präparation erhalten (siehe 2.2.5 – 2.2.7) und so 
verdünnt, dass entsprechende Molekülzahlen erhalten wurden. Mit Hilfe der LC-
Software (Version 3.5, Modus „fit points“; Roche Diagnostics) konnten jeweils 
Standardkurven durch die lineare Regression der Cp-Werte der Standards gegen 
den Logarithmus der Standardkonzentrationen (Regressionskoeffizient = 1,0; 
mittlerer quadratischer Fehler < 0,15) erstellt werden, die eine Berechnung der 
Kopienzahl in den zu untersuchenden cDNA-Proben ermöglichten.
Es wurden für jede cDNA-Probe und untersuchte Targetsequenz zwei LC-Läufe 
durchgeführt, wobei in jedem Lauf eine eigene Standardreihe und eine 
Negativkontrolle ohne cDNA mitgeführt wurden.
Die Normalisierung der Expressionsstärke von RAGE in den Primärzellen und 
Zelllinien erfolgte anhand der Expression des Haushaltsgens GAPDH. 
Die dargestellten Ergebnisse zeigen jeweils den Mittelwert der doppelt 
durchgeführten Experimente und deren Mittelabweichung.
Tabelle 3 zeigt die für die „real time“ PCR verwendeten Primer
2.2.12 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese
Bei der Natriumlaurylsulfat (SDS)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden Proteine 
nach ihrem Molekulargewicht getrennt, so dass auch komplexe Proteinmischungen 
untersucht werden können. Die meisten Proteine binden die Anionen des SDS 
proportional zu ihrer Molekulargröße, wobei die Eigenladung des Proteins 
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vernachlässigbar klein ist. Zur Auftrennung der Proteine wurde das Tris-HCl/ Tris-
Glycin-Puffersystem nach der Methode von Laemmli angewendet (Laemmli 1970). 
Die Konzentration von Acrylamid/ N, N’-Methylenbisacrylamid (19:1; 40 %-ige 
Stammlösung; Gerbu) im Trenngel wurde je nach Molekulargewicht des zu 
untersuchenden Proteins gewählt und variierte zwischen 8 % und 12 % (v/v). Als 
Gelapparaturen dienten Mini-PROTEAN II- und III-Kammern (BioRad). Für die 
Elektrophorese wurden die Proben mit 5 x SDS-Probenpuffer (reduzierend: mit 2-
Mercaptoethanol; nicht reduzierend: ohne 2-Mercaptoethanol) (1/5 des 
Gesamtvolumens) versetzt und 5–10 min bei 95°C inkubiert. Die Elektrophorese 
wurde bei 80 V im Sammelgel und 120 V im Trenngel durchgeführt. Zur 
Identifizierung der Molekulargewichtsgrößen der Proteine wurden die 
Molekulargewichts- (MW) Standards Precision Plus Protein Standard Dual Color 
(BioRad) oder Rainbow Coloured Protein Molecular Weight Marker (Amersham 
Biosciences) auf das gleiche Gel wie die zu untersuchenden Proben aufgetragen. 
Die aufgetrennten Proteine konnten in den Gelen durch Färbung mit Coomassie 
Brilliant Blue G250 sichtbar gemacht werden. Dafür wurden die Gele ungefähr 2 h in 
Coomassie-Färbelösung geschüttelt und anschließend für mehrere Stunden unter 
mehrfachem Wechseln der Coomassie-Entfärbelösung inkubiert. 
2.2.13 Western-Blot und immunchemischer Nachweis
Die während der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine können mit dieser Methode 
spezifisch nachgewiesen werden. Dafür wurden die Proteine von dem Gel durch 
einen Elektrotransfer mittels der Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell-Apparatur 
(BioRad) auf eine Polyvinylidenfluorid- (PVDF) Membran (Fluorotrans Transfer 
Membrane; Pall; Portsmouth, England) übertragen und immobilisiert. Für den 
Transfer wurden Filterpapiere, Gel und Membran in einem Blot-„Sandwich“ 
angeordnet: auf die Anode der Apparatur wurden zunächst vier in Anodenpuffer 1 
getränkte Filterpapiere, darauf vier weitere, in Anodenpuffer 2 getränkte Filterpapiere 
gelegt. Es folgte die Membran, die zunächst in Methanol inkubiert und anschließend 
in Anodenpuffer 2 äquilibiriert wurde, das Gel und acht mit Kathodenpuffer 
befeuchtete Filterpapiere. Nach Anbringen der Kathode erfolgte der Transfer bei 25 
V für 2 h. Anschließend wurde die PVDF-Membran in 3 % BSA (w/v) in TBS über 
Nacht bei 4°C inkubiert, um eine unspezifische Bindung des Primärantikörpers zu 
verhindern. Nach Waschschritten mit TBSTT und TBS erfolgte die Inkubation mit 
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dem Primärantikörper für 1 h bei Raumtemperatur (RT). Ungebundener, 
überschüssiger Primärantikörper wurde durch zwei Waschschritte mit TBSTT und 
einem weiteren mit TBS entfernt. Zur Visualisierung der Primärantikörper-Bindung 
diente ein Meerrettich-Peroxidase- (HRP) markierter Sekundärantikörper, der gegen 
die Spezies des Primärantikörpers gerichtet war (Ziege-anti-Maus-HRP oder 
Kaninchen-anti-Ziege-HRP; DAKO, Darmstadt). Der Nachweis der gebundenen 
Sekundärantikörper erfolgte nach Waschschritten mit TBSTT durch 
Chemilumineszenz mit Hilfe des ECL (Enhanced Chemiluminescence) Plus Western 
Blotting Detection Reagent (Amersham Biosciences) nach den Angaben des 
Herstellers, wobei das Signal mit einem lichtempfindlichen Film (Hyperfilm, 
Amersham Biosciences) detektiert wurde. 
Die in den Western-Blot Experimenten verwendeten Antikörper wurden in den 
Legenden der Abbildungen im Ergebnisteil angegeben. 
2.2.13.1 Phospho-p44/42 Nachweis mittels Western Blot
p44 und p42 MAP-Kinasen (auch extrazellulär regulierte Kinasen ERK1 und ERK2) 
gehören zu einer Protein-Kinase-Kaskasde, die an der Regulation von Zellwachstum 
und Differenzierung beteiligt ist. MAP-Kinasen werden durch eine Vielzahl 
extrazellulärer Signale über eine Phosphorilierung von Threonin und Tyrosin (AS 202 
und 204) aktiviert, die wiederum durch die vorgeschaltete MAP-Kinase-Kinase (MEK) 
ausgelöst wird (Cowley et al. 1994). Diese Aktivierung in Form der Phoshporilierung 
kann mittels monoklonaler Antikörper (mAk), die spezifisch die phosphorilierte Form
erkennen, untersucht werden.
Dafür wurden HEK293 flRAGE und HEK293 wt circa 40 h in DMEM/ 0,2 % FKS (v/v) 
kultiviert, um zunächst den Basallevel der Phosphorilierung zu reduzieren. 3 cm 
Zellkulturschalen wurden währenddessen mit 2 µg/ ml gereinigter mAk 9A11 oder 
4F1 in PBS (siehe 2.3.6), sowie einer kommerziell erhältlichen IgG1 Isotyp-Kontrolle 
(Pharmingen) über Nacht bei 4°C beschichtet. 7 x 105 Zellen wurden pro Schale in 
Serum-freiem Medium ausplattiert und für 0 min (unstimuliert), 30 min, bzw. 2 h in 
den beschichteten Schalen inkubiert. Zusätzlich wurden Zellen für 15 min mit 30 mM 
H2O2 stimuliert, was als Positiv-Kontrolle zum Nachweis der Phosphorilierung diente. 
Nach den entsprechenden Inkubationszeiten wurden die Zellen mit Hilfe eines 
Zellschabers durch Abkratzen geerntet, abzentrifugiert und das Sediment in 40 µl 
eiskaltem PBS/ 2mM NaV resuspendiert, bevor 5 x Lämmli-Puffer zugefügt wurde. 
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Die so behandelten Proben wurden auf 12 % SDS Gele aufgetragen und 
anschließend auf PVDF-Membranen geblottet. Die Untersuchung der Proben erfolgte 
anschließend mit dem mAk #9106 (Cell Signaling; Beverly, MA, USA) durch exakte 
Befolgung des Detektionsprotokolls des Herstellers. 
2.2.14 Metallchelat-Chromatographie
Für die Reinigung des sRAGE aus Zellkulturüberstand der transfizierten HEK293 
Zellen (siehe 2.3.4), wurde der durch molekularbiologische Methoden am C-
Terminus angebrachte His6 Tag genutzt. Dieser Tag ermöglicht die Reinigung des 
Expressionsproduktes mittels Nickel-Nitrilo-Triessigsäure-Agarose (Ni-NTA; Qiagen, 
Hilden) als Affinitätsmatrix. Um den Gehalt an Fremdprotein so niedrig wie möglich 
zu halten, wurden die Zellen durch eine schrittweise Reduktion schließlich an 1,5 % 
FKS adaptiert, bevor der Überstand mit sezerniertem sRAGE für die Reinigung 
gesammelt wurde. 100 ml Zellkulturüberstand (Load, LD) wurden zu 100 µl Ni-NTA 
gegeben, die zuvor mit nicht-denaturierendem Metallchelat-Chromatographie-Puffer 
(MC-Puffer) äquilibriert wurde, und über Nach bei 4°C auf einem Überkopf-Schüttler 
inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Ni-NTA durch Zentrifugation (2000 x g, 5 min, 
4°C) sedimentiert, und der Überstand mit ungebundenen Proteinen wurde als 
Durchfluss (Flow Through, FT) bei 4°C gelagert. Die Nickelagarose wurde nun 3 x 
mit je 2 ml eiskaltem MC-Puffer gewaschen, um unspezifisch gebundene Proteine zu 
eliminieren. Auch die Waschfraktionen (W1 – W3) wurden für die nachfolgende 
Analyse aufgehoben. Anschließend wurde das sRAGE-Expressionsprodukt mit 
einem Imidazol-Gradienten eluiert, wobei das Imidazol mit dem rekombinanten 
Protein um die Metallionen kompetitiert. Es wurden fünf Elutionsschritten mit je 200 
µl MC-Elutionspuffer mit schrittweise steigender Imidazol-Konzentration (50 mM, 100 
mM, 150 mM, 200 mM, 250 mM) durchgeführt. Zwischen den Wasch- und 
Elutionsschritten wurde die Agarose jeweils wie oben sedimentiert. Die eluierten 
Proben wurden gegen PBS dialysiert, um Imidazol zu eliminieren, das in folgenden 
Versuchen stören könnte.
Der Proteingehalt der verschiedenen Fraktionen wurde nach der Methode von 
Bradford (Bradford 1976) mit dem kommerziell erhältlichen Bradford-Reagenz 
(BioRad) photometrisch bestimmt. Die Erstellung einer Eichgeraden mit einer BSA-
Lösung (1 mg/ ml) ermöglichte die direkte Berechnung der Proteinkonzentration. 
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Mittels SDS-PAGE und Coomassie Färbung wurde die Reinheit des aus dem 
Zellkulturüberstand isolierten sRAGE untersucht.
Für die Aufreinigung großer Mengen wurden Zellkulturüberstände von bis zu 1 l mit 
Hilfe eines automatisierten Chromatographie-Verfahrens, der „fast protein liquid 
chromatography“ (FPLC), verarbeitet. Hierfür wurde das Gerät Åkta Prime 
(Amersham) verwendet. Das System besteht aus dem Pumpenmodul, einem UV 
Detektor (280 nm) und einem Fraktionskollektor. Für die Reinigung des Proteins über 
den His6-Tag wurde eine mit Nickelsulfat (20 mM NiSO4) beladene Säule (HiTrap 
Chelating HP, 5 ml; Amersham) angeschlossen. Das System wurde mit MC-Puffer 
äquilibriert, bevor der Zellkulturüberstand beladen wurde. Die Elution des sRAGE 
erfolgte durch eine Step-Elution mit 200 mM Imidazol. Die Elutionsfraktionen wurden 
gesammelt und wie oben weiterbehandelt. 
2.2.15 ELISA
Die Methode des „enzyme linked immunosorbent assay“ (ELISA) wurde in 
verschiedenen Varianten für unterschiedliche Analysen verwandt. Zum einen wurden 
Mausseren und Hybridomzellkulturüberstände hinsichtlich der Antikörperproduktion 
untersucht, des Weiteren wurde die Bindung definierter AGE-Proben, bzw. des 
Liganden S100B an sRAGE getestet und schließlich wurde ein kommerziell 
erhältliches ELISA Kit eingesetzt, um die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFB 
in Zellen nachzuweisen.
2.2.15.1 ELISA-Antikörper-Screening
Gereinigter sRAGE wurde in einer Konzentration von 5 µg/ ml in Beschichtungspuffer 
verdünnt. Je 100 µl wurden pro Vertiefung von 96-well Mikrotiterplatten aufgetragen 
und über Nacht bei 4°C inkubiert. Nicht adsorbiertes Protein wurde durch vier 
Waschschritte in einem Mikrotiterplatten-Waschgerät (Wellwash 4; Denley 
Instruments, Sussex, England) (200 µl ELISA-Waschpuffer/ Vertiefung) entfernt. 
Unspezifische Bindungsstellen wurden durch Inkubation mit 200 µl PBS/ 5 % 
Milchpulver für 1h bei 37°C blockiert. Die Waschschritte wurden wiederholt, dann 
erfolgte die Inkubation mit geeigneten Serumverdünnungen (1:10 bis 1:5000) oder 
unverdünntem Hybridomüberstand (je 100 µl/ well) für 1 h bei 37°C und danach 
wieder vier Waschschritte. Anschließend wurde die Inkubation mit Kaninchen-anti-
Maus-Immunglobulin konjugiert mit HRP (1:1000 in PBS, 100 µl/ well; DAKO, 
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Glostrup, Dänemark) für 1 h bei 37°C durchgeführt. Während der Waschschritte nach 
der Inkubation mit dem Sekundärantikörper wurde die Substratlösung mit einer TMB-
Tablette nach der Vorschrift der Firma Sigma hergestellt. Daraufhin wurden 100 µl/ 
well auf die Platte aufgetragen und für 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Die 
Enzymreaktion wurde mit 50 µl/ well 0,5 M H2SO4 abgestoppt, dann erfolgte die 
Messung des Farbumschlags, der mit der Menge an gebundenem Antikörper 
korreliert, am Plattenphotometer (Milenia Kinetic Analyzer) bei 450 nm und der 
Referenzwellenlänge 650 nm.
2.2.15.2 Untersuchung der sRAGE-Liganden-Interaktion
sRAGE wurde wie oben beschrieben auf die Platte aufgetragen und anstelle der 
Seren oder Zellkulturüberstände erfolgte die Inkubation mit 100 µg/ ml modifizierter 
BSA-Proben, die mit Hilfe des DIG-Protein Labeling Kits (Roche) nach dem Protokoll 
der Hersteller mit Digoxigenin (DIG) markiert wurden. Die Bindung der Proben an das 
immobilisierte sRAGE-Protein wurde durch die Inkubation mit einem 
hochspezifischen HRP-gekoppelten anti-DIG-Antikörper nachgewiesen. Die 
Enzymreaktion und Messung der Absorption erfolgte wie oben beschrieben. Beim 
Versuch, unspezifische Bindungen der BSA-Proben zu blockieren, wurden 
verschiedene Blockierungslösungen getestet: PBS/ 5 % Milchpulver (w/v); PBS/ 3 % 
BSA (w/v) sowie ein Kombination dieser beiden und die kommerziell erhältliche 
Blockierungslösung von Roche.
Für den Nachweis der S100B-Bindung an immobilisierten sRAGE wurde das 
Protokoll leicht modifiziert: sRAGE wurde in einer Konzentration von 0,5 µg/ ml auf 
die Platte aufgetragen und über Nacht bei 4°C inkubiert. Als Blockierungslösung 
wurde PBS/ 3 % BSA für 2,5 h bei 37°C inkubiert. Verschiedene Konformationen des 
S100B (Dimer, Tetramer, Tetramer/Hexamer, Hexamer/Oktamer) wurden in einer 
Konzentration von 5 pmol/ well in 100 µl/ well in Calcium-Bindungspuffer für 2 h bei 
RT, oder über Nach bei 4°C inkubiert. Es folgte die Bindung des anti-S100B-
Antikörpers (1:1000 in PBS/ 1 % BSA (w/v), 0,1 % Tween 20 (w/v); 100 µl/ well) für 2 
h bei RT. Diese Bindung wurde wiederum durch einen anti-Kaninchen-HRP-
konjugierten Antikörper (1: 5000 in PBS; 2 h bei RT) nachgewiesen. Weitere Schritte 
erfolgten wie oben beschrieben.
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2.2.15.3 Nachweis der NFB-Aktivierung mittels ELISA
Um die Aktivierung von Zellen nach der Inkubation mit modifizierten BSA-Proben zu 
untersuchen (100 µg/ ml, 24 h bei 37°C) wurden Kernextrakte nach dem Protokoll 
des MercuryTM TransFactor Kits (Clontech, Palo Alto, CA, USA) hergestellt und in 
dem MercuryTM TransFactor NFB p50 Kit (Clontech K2058-1) eingesetzt. Alle 
benötigten Reagenzien waren in dem Kit enthalten oder wurden nach den Angaben 
des Herstellers hergestellt.
2.2.16 EMSA
Der „Electromobility shift assay“ (EMSA) bietet eine schnelle und einfache Methode, 
um DNA-bindende Proteine zu detektieren. Sie basiert auf der Beobachtung, dass 
Komplexe aus Protein und DNA in einem nicht-denaturierenden Polyacrylamid-Gel 
langsamer wandern als freie DNA-Fragmente oder Doppelstrang-Oligonukleotide. 
Der Nachweis dieses sogenannten „Gel Shifts“ und damit der Interaktion von Protein 
und DNA erfolgt durch die Inkubation des gereinigten Proteins, bzw. einer 
Kernextrakt-Präparation mit einem 32P-markierten DNA-Fragment, das die mögliche 
Protein-Bindungsstelle enthält. Hier wurde die Aktivierung von Zellen nach 
Stimulation untersucht, wobei die Translokation des Transkriptionsfaktors NFB in 
den Zellkern nachgewiesen wurde. Die Durchführung des Versuchs erfolgte mit 
Unterstützung von Dr. T. Illmer (Medizinische Klinik, Universitätsklinikum Carl Gustav 
Carus). 
2.2.16.1 Stimulation der Zellen
HEK293 fl RA und HEK293 wt Zellen wurden 40 h in D-MEM/ 0,2 % FKS (v/v) 
inkubiert, um die Grundaktivierung der Zellen auf einem niedrigen Niveau zu halten, 
so dass nach Stimulation auch geringe Aktivierungen detektiert werden können. Die 
Stimulation erfolgte durch Inkubation mit 100 µg/ ml modifizierten BSA-Proben und 
nicht-modifiziertem BSA als Kontrolle für 6 h bei 37°C. Als Positivkontrolle wurde 
TNF (10 ng/ ml) eingesetzt, das einen potenten Aktivator des NFB darstellt. 
2.2.16.2 Herstellung der Kernextrakte
Die Kernextrakte wurden nach einem modifizierten Protokoll von Andrews und Faller 
hergestellt (1991). Hierfür wurden circa 2 x 107 Zellen 3 x mit eiskaltem PBS 
gewaschen, nicht-enzymatisch unter Verwendung eines Zellschabers geerntet und 
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durch Zentrifugation sedimentiert (5 min, 500 x g, 4°C). Das Pellet wurde in 400 µl 
eiskaltem EMSA-Puffer A resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Anschließend 
wurde der Ansatz 10 s mit einem Vortex-Gerät (MS1 Minishaker) resuspendiert und 
abzentrifugiert (30 s, 20000 x g, 4°C). Der Überstand wurde verworfen, das Sediment 
in 100 µl eiskaltem EMSA-Puffer C aufgenommen und 20 min auf Eis inkubiert. Nach 
abschließender Zentrifugation (5 min, 20000 x g, 4°C) wurde der Überstand, der die 
Kernproteine enthält, abgenommen und sofort bei –80°C tiefgefroren.
2.2.16.3 Radioaktive Markierung der Oligos
4,5 µl des NFB-Oligos (1,75 pmol/ µl) wurden auf Eis mit 30 µl H2O, 5 µl T4 
Polynukleotidkinase-Puffer 10x, 1,5 µl T4 Polynukleotidkinase (Promega) und 4 µl [-
32P] ATP (3000 Ci/ mMol; 10 mCi/ ml; Amersham) gemischt und anschließend 10 min 
bei 37°C im Thermomixer inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 µl 
EDTA gestoppt, und nicht inkorporierte Nukleotide wurden über eine G-25-Säule 
(Amersham) entfernt. 
2.2.16.4 Bindung der Kernextrakte und native Polyacrylamid-
Gelelektrophorese
10 µg Kernextrakt wurden in 25 µl NFB-Bindungspuffer und 0,2 µg/ µl poly(dI/ dC) 
auf Eis inkubiert, um unspezifische Bindungen abzusättigen. Nach 20 min wurde der 
Reaktion ca. 30000 – 50000 cpm markiertes Oligonukleotid (1 ng) hinzugefügt und 
die Inkubation bei RT für 15 min fortgesetzt. Nach Zugabe von 5 µl EMSA-Ladepuffer
wurden die DNA-Proteinkomplexe von der freien DNA-Probe durch native 
Polyacrylamid-Gelektrophorese getrennt. Hierfür wurden 5 % native 
Polyacrylamidgele (5,0 ml 0,5 x TBE, 12,5 ml Acrylamid (40 %-ig), 3,1 ml Methylen-
bis-Acrylamid (2 %-ig), 3,1 ml Glyzerin (85 %-ig), 1 ml APS (10 %-ig), 100 µl Temed, 
75,75 ml H2O ad 100 ml) in vertikale Gelvorrichtungen (BioRad) gegossen. Vor dem 
Probenauftrag wurden die Gele 30 min in 0,5 x TBE bei konstanten 200 V 
vorgelaufen. Nach dem Auftragen der Proben erfolgte die Elektrophorese bei 200 V 
für 1,5 bis 2,5 h bei RT. Anschließend wurde das Gel auf Whatman DE-81 Papier 
(Schleicher und Schüll, Dassel) überführt und unter Vakuum auf einem Geltrockner 
für 90 min getrocknet. Die Exposition der Filme (Hyperfilm, Amersham) erfolgte über 




2.3.1 Bestimmung der Zellzahl
Sedimentierte Zellen wurden in 1 ml Medium resuspendiert. Von dieser 
Zellsuspension wurden 10 µl entnommen und in einem definierten Verhältnis mit 
Trypanblau gemischt, um beim Zählen der Zellen in der Neubauer-Zählkammer tote 
Zellen ausschließen zu können. Die lebenden Zellen in mindestens zwei der 
Großquadrate wurden gezählt und die mittlere Zellzahl bestimmt. Um die Zellzahl/ ml 
zu bestimmen, wurde folgende Formel angewandt: mittlere Zellzahl x 
Verdünnungsfaktor x 104. 
2.3.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen
Für das Einfrieren wurden die Zellen sedimentiert und in 1 ml eiskaltem FKS/ 10 % 
Dimethylsulfoxyd (DMSO) (v/v) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde sofort in 
gekühlte Kryokonservierungsgefäße (1,8 ml) überführt und diese in ein mit 2-
Propanol gefülltes Einfriergefäß gegeben, das dann bei -80°C gelagert wurde. Durch 
die Lagerung in 2-Propanol wurde eine schonende Abkühlung von 1°C/ min 
gewährleistet. Für die Langzeitlagerung wurden die Zellen später in Stickstofftanks 
gelagert. 
Um kryokonservierte Zellen in Kultur zu nehmen, wurden die Zellen in einem 37°C 
warmen Wasserbad aufgetaut und vorsichtig in FKS aufgenommen. Die Zellen 
wurden durch Zentrifugation sedimentiert, der DMSO-enthaltende Überstand wurde 
vollständig entfernt, bevor die Zellen in entsprechendem Kulturmedium resuspendiert 
und in Kultur genommen wurden.
2.3.3 Kultivierung und Passagieren von Zelllinien
Die Zelllinien HEK 293, HEK 293 T und P815 wurden in DMEM kultiviert. Die 
Kultivierung der Suspensionszelllinien Molt, Jurkat und THP-1 erfolgte in RPMI. Falls 
eine Zelllinie mit einem Expressionsvektor kodierend für einen Selektionsmarker 
transfiziert worden war, wurde dem Medium eine getestete Konzentration des 
entsprechenden Antibiotikums zugegeben, um das Wachstum von untransfizierten 
Zellen zu inhibieren. Die Kultivierung sämtlicher Zellen erfolgte in einem Brutschrank 
mit 5 % CO2-Begasung bei 37°C.
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Das Passagieren von Suspensionszellen erfolgte durch die Entnahme der 
Zellsuspension aus dem Kulturgefäß, Sedimentierung durch Zentrifugation und 
Weiterkultivierung eines bestimmten Anteils (1/ 5 bis 1/ 10) der Zellen. 
Die adhärenten Zelllinien wurden bei Erreichen von 80-90 % Konfluenz durch 
Inkubation mit PBS/ 1 mM EDTA (pH 8,0) bei RT von den Kulturgefäßen gelöst, 
sedimentiert und in Kulturmedium resuspendiert. Je nach Wachstumsverhalten 
wurde 1/ 3 bis 1/ 6 der Zellen in die Kulturgefäße für die Weiterkultivierung 
zurückgegeben.
2.3.4 Transfektion von adhärenten Zelllinien und Generierung stabiler 
Klone
Für die Transfektion wurde das Reagenz Lipofectamine 2000 (Invitrogen) eingesetzt, 
das sich die Bindung von kationischen Lipiden mit negativ geladenen DNA-
Molekülen zu Nutzen macht. Der entstehende DNA-Lipid-Komplex kann über 
Endozytose oder Verschmelzung mit der Plasmamembran in die Zelle aufgenommen 
werden. Den Angaben des Herstellers wurde generell Folge geleistet, wobei die 
Zellen in Antibiotika-freiem Medium in 6-well Schalen ausplattiert wurden (6 x 105/ 
Vertiefung), so dass sie nach 24 h Inkubation 90 % Konfluenz erreichten. Für den 
Transfektionsansatz wurden pro Vertiefung 10 µl Lipofectamine 2000 in 250 µl 
serumfreiem Medium OptiMEM 1 (Invitrogen) verdünnt und in einem gesonderten 
Gefäß erfolgte die Verdünnung von 5 µg Vektor-DNA ebenfalls in 250 µl OptiMEM 1. 
Nach einer Inkubation von 5 min bei RT wurden die beiden Ansätze vereint und für 
weitere 20 min bei RT inkubiert, bevor die Lipid-DNA-Komplexe tropfenweise zu den 
Zellen gegeben wurden. Nach einer Inkubationszeit von 8 h wurden die Zellen mit 
frischem Medium versorgt. Für die Generierung von stabilen Klonen wurde nach 
weiteren 40 h das entsprechende Antibiotikum zu dem Kulturmedium gegeben. Die 
benötigte Konzentration wurde in untransfizierten Zellen durch eine „Killing-Rate“ 
bestimmt, bei der die Konzentration ermittelt wird, die zum Absterben aller Zellen 
innerhalb von fünf Tagen führt. Nach ein bis zwei Wochen unter Selektionsdruck 
wurden die transfizierten Zellen so verdünnt, dass theoretisch eine Zelle in 100 µl 
Kulturmedium (mit Antibiotikum) enthalten war und diese verdünnte Zellsuspension 
wurde in 96-well-Platten eingesät (100 µl/ Vertiefung). Nur Einzel-Zellklone wurden 
expandiert und die Expression des Zielgens wurde analysiert. 
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Für die Transfektion von HEK293 Zellen wurden folgende Vektoren eingesetzt: 
pflRAGE-IRES2-EGFP und pcDNA3.1-flRAGE, die beide flRAGE als Zielgen 
enthalten und ein Resistenzgen, das für das Enzym 
Aminoglycosidphosphotransferase 3´(II) kodiert und Resistenz gegen das 
Antibiotikum Geneticin (G418 Sulfat) vermittelt; pSecTag2B-sRAGE, der die 
Expression des sRAGE-Proteins in den Zellen bewirkt und zusätzlich Resistenz 
gegen das Antibiotikum Zeocin vermittelt. Bei allen drei Vektoren steht das Zielgen 
unter der Kontrolle des Cytomegalie-Virus-Promotors. Zusätzlich zu den Zielgen-
enthaltenden Vektoren wurden auch „mock“-Vektoren transfiziert, die zwar die 
Antibiotikaresistenz vermitteln, denen aber das Zielgen fehlt. Die so transfizierten 
Zellen dienten in Untersuchungen als Negativ-Kontrollen. 
2.3.5 Transduktion von humanen Zelllinien
Für den stabilen Transfer von Vektor-DNA in Suspensionszellen wurde eine 
Transduktion mit Hilfe des Drei-Vektor-Systems nach Soneoka et al. (1995) 
durchgeführt, das auf dem „Molony murine leukaemia virus“ (MoMuLV)-abgeleiteten 
retroviralen Vektor pcz-CFG5.1-MCS basiert (Temme et al. 2003). Hierfür wurde die 
komplette Sequenz, die für flRAGE-IRES2EGFP kodiert mit Hilfe der 
Restrikrionsenzyme Nhe I (5´) und Hpa I (3´) aus dem vorher konstruierten Vektor 
pflRAGE-IRES2-EGFP herausgeschnitten und die 5´-überhängende Sequenz wurde 
durch eine Klenow-Auffüllreaktion (Klenow-Enzym, USB, Cleveland, Ohio, USA) mit 
stumpfen Enden versehen („blunt end“). Der Vektor pcz-CFG5.1-MCS wurde nur mit 
dem Enzym Hpa I behandelt, das stumpfe Enden erzeugt und anschließend einer 
Phosphatase-Behandlung (Alkalische Phosphatase aus fötalem Kalb, Promega. 
Madison, WI, USA) unterzogen, um die Religation des Vektors zu verhindern. Die
Ligation des Inserts flRAGE-IRES2-EGFP in den Vektor pcz-CFG5.1-MCS erfolgte 
mit Hilfe des Fast-Link-Ligase Kits (Epicentre) nach dem „Blunt-End-Ligations“-
Protokoll, wobei das Konstrukt pcz-CFG5.1- flRAGE-IRES2-EGFP entstand 
(Vektorkarte: siehe Anhang). Dem Zielgen ist in diesem Vektor das 
Verpackungssignal  (Psi) vorgeschaltet, das die Aufnahme der kodierenden 
Sequenz in Form von viraler RNA in Viruspartikel vermittelt. Dieser Vektor wurde 
zunächst für die transiente Transfektion von HEK293T Zellen, die als 
Verpackungszellen der Viruspartikel dienen, zusammen mit den Vektoren pHIT60 
(Soneoka et al. 1995), der die Gene gag und pol enthält und pcz-VSV-Gwt 
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(freundliche Bereitstellung von D. Trono, Universität von Genf), der für das 
Hüllprotein der viralen Partikel kodiert, unter Verwendung des CalPhos Transfection 
Kit (BD Clontech), eingesetzt. Von jeder Plasmid-DNA wurden 10 µg für die 
Transfektion von 4 x 106 Zellen in einer 100 mm Schale verwendet. 8–12 h nach der
Transfektion wurde das Medium durch frisches Medium ersetzt, das mit 10 mM 
Natriumbutyrat versetzt war, was eine verstärkte Expression von Genen unter der 
Kontrolle des CMV-Promotors bewirkt. Nach weiteren 8 h Stunden Inkubation wurde 
das Medium erneut durch frisches Medium ohne Natriumbutyrat ersetzt. Am 
nächsten Tag wurden die Zielzellen, Molt, Jurkat und THP-1, mit einer Zellzahl von 1 
x 105 Zellen pro Vertiefung von 6-well-Schalen ausplattiert. 48 h und 72 h nach der 
Transfektion wurden die Überstände der Viruspartikel-produzierenden HEK293 T 
Zellen gesammelt und filtriert (45 µm Porengröße) und mit 8 µg/ ml Polybren 
(Hexadimethrinbromid) versetzt, bevor je 2 ml zu einer Vertiefung mit Zielzellen 
gegeben wurden. Es folgte eine Zentrifugation der Kulturplatten (2 h, 2400 x g, 30°C) 
und eine Inkubation von 24 h, nach der die Prozedur wiederholt wurde. Neben dem 
Vektor, der für die flRAGE-Sequenz kodiert, wurde auch hier der gleiche Vektor ohne 
Zielgen, aber der IRES2-EGFP Sequenz als „mock“ Vektor mitgeführt. Durch die bi-
cistronische Expression des grün-fluoreszierenden Proteins (GFP) konnte die 
Transduktionseffizienz direkt mikroskopisch oder durch FACS (fluorescence 
activated cell sorting) (siehe 2.3.7)-Analysen ermittelt werden. 
2.3.6 Generierung monoklonaler Antikörper
Für die Generierung monoklonaler Antikörper wurden entsprechend der 
Hybridomtechnik (Köhler and Milstein 1975) Antikörper-produzierende Maus-
Milzzellen, die nach der Immunisierung entnommen wurden, mit Maus-Myelomzellen 
der Linie X63Ag8.653 unter Benutzung von Polyethylenglycol (PEG) fusioniert. 
Unter der Mithilfe von Frau H. Gebauer und Frau C. Gräfe (Institut für Immunologie, 
TU Dresden) wurden Mäuse des Stammes C3H x Balb/c F1 mit gereinigtem Protein-
Antigen durch intraperitoneale Injektion immunisiert. Es wurden fünf 
Immunisierungen im Abstand von vier Wochen durchgeführt, wobei für die erste 
Immunisierung (Priming) 100 µg in komplettem Freundschen Adjuvans, für die 
folgenden Auffrischungs-Immunisierungen (Boost) 50 µg des gereinigten Proteins in 
inkomplettem Freundschen Adjuvans eingesetzt wurden. 
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Für das Screening wurde der Überstand der Hybridomzell-Klone auf seine Reaktivität 
für das zur Immunisierung eingesetzte Protein in ELISA, bzw. für membranständiges 
Protein auf HEK293-Transfektanten in FACS-Analysen getestet. Klone, die sowohl 
rekombinant hergestelltes Protein, also auch nativ exprimiertes Protein erkannten, 
wurden rekloniert und nach erneutem Testen expandiert. 
2.3.7 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)
Die Expression des GFP in Zellen aber auch die Expression von 
Oberflächenmolekülen, wie flRAGE unter Verwendung von spezifischen 
Primärantikörpern und Fluoreszenz-markierten Sekundärantikörpern, wurde unter 
anderem mittels FACS untersucht. Die Färbung der Zellen (1 x 105 Zellen/ Analyse) 
erfolgte ohne Fixierung in 96-well-Spitzbodenplatten zunächst durch Inkubation für 
20 min auf Eis mit dem Primärantikörper, wobei für den Nachweis von flRAGE 
unverdünnte anti-RAGE-Hybridomüberstände (9A11, 4F1 oder 9G7) verwendet 
wurden. Als Kontrolle wurden unspezifische Antikörper des gleichen Isotyps 
eingesetzt. Nach einem Waschschritt mit eiskaltem PBS erfolgte die Inkubation mit 
dem Fluoreszenz-markierten Sekundärantikörper ebenfalls für 20 min auf Eis im 
Dunkeln. Es wurden Antikörper mit den Fluoreszenzfarbstoffen Fluorescein-
Isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE) und Indocarbocyanin (Cy3) verwendet. 
Nach einem Waschschritt mit eiskaltem PBS wurden die Zellen in FACS-Röhrchen 
überführt und an dem FACScan (Becton Dickinson, Heidelberg) analysiert.
Bei der FACS-Analyse werden die Zellen über eine Stahlkapillare durch Überdruck in 
die Messküvette eingeführt. Durch hydrodynamische Fokussierung verengt sich der 
Probenstrom auf das Zentrum der Küvette, wobei gewährleistet wird, dass die Zellen 
einzeln den Messpunkt passieren, an dem ein fokussierter Laserstrahl auf die Zellen 
trifft, wobei die Zelle aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften das Licht streut. 
Somit kann man Größe (forward scatter, FCS) und Granularität (side scatter, FSC) 
unterschiedlicher Zellen unterscheiden. Gleichzeitig wird das durch die gebundenen, 
Fluoreszenz-markierten Antikörper emittierte Licht gemessen, wobei die 
Expressionsstärke des zu untersuchenden Proteins mit der Fluoreszenzintensität 




HEK293 flRAGE und HEK293 wt wurden mit PBS/ 1mM EDTA abgelöst und mit 
eiskaltem PBS gewaschen. Je 5 x 105 Zellen wurden für 15 min auf Eis mit 200 µg/ 
ml der DIG-markierten Proben inkubiert, anschließend folgte die Detektion der 
gebundenen Proben mit einem FITC-markierten anti-DIG Antikörper, der für 20 min 
auf Eis inkubiert wurde. Zwischen den einzelnen Schritten wurden jeweils zwei 
Waschschritte mit eiskaltem PBS durchgeführt. Schließlich wurden die Zellen in PBS 
aufgenommen und mittels FACS analysiert. 
2.3.8 Isolation und Kultivierung von Primärzellen
2.3.8.1 Isolation von HUVEC
Aus Nabelschnurblut isolierte Endothelzellen wurden dankenswerterweise von dem 
Institut für Physiologie der Medizinischen Fakultät Carl Gustav Carus der TU 
Dresden zur Verfügung gestellt. Hierfür wurden nach dem Protokoll von Schnittler et 
al. (1990) die Nabelschnüre gewaschen und für 5 min mit Kollagenase (0,05 %; 
Sigma) bei 37°C inkubiert. Isolierte Zellen wurden zweimal in M199 (GibcoBRL) 
gewaschen und anschließend in M 199, das mit 20 % Humanserum von gesunden 
Spendern, sowie Penicillin G (25 U/ ml) und Streptomycinsulfat (25 µg/ ml) versetzt 
war, in Kultur genommen. Für die Untersuchungen wurden Zellen der 2. Passage 
nach Erreichen von Konfluenz verwendet. 
2.3.8.2 Isolation von peripheren Blutmonozyten über Plastikadherenz
Für die Gewinnung von Monozyten wurden zunächst periphere mononukleäre Zellen 
(PBMC) aus Vollblut über eine Dichtegradientenzentrifugation unter Einsatz einer 
Ficoll-Trennlösung isoliert (980 x g, 20 min, RT, ohne Bremse). Dabei werden 
aufgrund unterschiedlicher Dichteeigenschaften Lymphozyten und Monozyten von 
den Erythrozyten und Granulozyten getrennt. Nach mehreren Waschschritten in PBS 
wurden die Lymphozyten und Monozyten in RPMI aufgenommen und 3 x 106 Zellen 
wurden in die Vertiefungen von 6-well Kulturschalen ausplattiert. Nach 2 h Inkubation 
bei 37°C adhärierten die Monozyten an der Plastikoberfläche der Kulturschalen, 
während die Lymphozyten in Suspension verblieben. Durch vorsichtiges Waschen 





Das in der vorliegenden Arbeit in verschiedenen Experimenten verwendete humane 
Lungengewebe sowie daraus isolierte Alveolarepithelzellen (hAEpC) wurden 
freundlicherweise von Dr. Carsten Ehrhardt (Abteilung für Biopharmazie und 
Pharmazeutische Technologie, Universität des Saarlands, Saarbrücken; jetzt: School 
of Pharmacy, University of Dublin, Trinity College, Dublin, Irland) bereitgestellt. Das 
Verfahren der Isolation der hAEpC soll hier nur kurz erläutert werden: primäre 
Alveolarepithel Typ II Zellen (AT II) wurden aus humanen Lungennormalgewebe, das 
bei Patienten mit Lungenresektion anfiel, isoliert. Die Gewinnung der Zellen erfolgte 
mit kleinen Änderungen nach einem Protokoll von Elbert et al. (1999). Das 
homogenisierte Gewebe wurde mit einer Kombination aus 150 mg Trypsin Typ I 
(Sigma) und 0,641 g Elastase (Cell Systems, St. Katharinen) in 30 ml BSF für 40 min 
bei 37°C enzymatisch verdaut. Die AT II Population wurde über mehrere Schritte 
mittels unterschiedlicher Zellanheftung, Percoll-Dichtegradienten-Zentrifugation und 
magnetischem Zell - „Sorting“ (HEA MicroBeads, Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach) 
gereinigt. Die isolierten Zellen wurden in einer Dichte von 6 x 105 Zellen/ cm2 auf 
Kollagen-/ Fibronektin-beschichtete Polyester Filtereinsätze (Transwell Clear, 
Durchmesser: 6,5 mm, Porengröße: 0,4 µm; Corning, Bodenheim) in SAGM Medium 
ausgesät und bei 37°C kultiviert. Für die KGF-Studien wurden die Zellen in 
Anwesenheit von 10 ng/ ml Keratinozyten Wachstumsfaktor (KGF; MoBiTec, 
Göttingen) über einen Zeitraum von acht Tagen kultiviert.
2.3.9 RAGE - Lokalisationsstudien
2.3.9.1 Gefrierschnitte und „HOPE“ – fixierte Schnitte von humanem 
Lungengewebe
Am Institut für Anatomie der Medizinischen Fakultät Carl Gustav Carus der TU 
Dresden wurden Doppelimmunfluoreszenz Färbungen von humanen 
Lungengefrierschnitten, die dankenswerterweise von Prof. Kasper bereitgestellt 
wurden, durchgeführt. Die Schnitte wurden in PBS gewaschen und mit polyklonalem 
Kaninchen-Antiserum gegen Surfactant-Protein C (SP-C; 1: 100 in PBS; Chemicon, 
Harrow, England), gegen Podocalyxin (Antiserum 0601; 1: 500 in PBS; großzügige 
Gabe von Dr. M.G. Farquhar, San Diego, CA, USA) oder mit einem polyklonalen anti-
Pan-Keratin-Antikörper (1:100; Dako) inkubiert. Danach folgte die Färbung mit einem 
Texas-Red-konjugiertem Ziege-anti-Kaninchen Sekundärantikörper (1: 80; Dianova, 
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Hamburg). Die so behandelten Schnitte wurden anschließend mit dem unverdünnten 
anti-RAGE-Hybridomüberstand des Klons 9A11, gefolgt von einem FITC-
konjugierten Ziege-anti-Maus-Antikörper (1: 80; Dianova) gefärbt. Für Negativ-
Kontrollen wurden die Primärantikörper durch entsprechende Isotyp-Kontrollen 
ersetzt. 
„HOPE“ – fixierte Lungenschnitte (freundliche Bereitstellung von Dr. T. Goldmann, 
Borstel; (Goldmann et al. 2003)) wurden mit dem biotinylierten Lektin Lycopersicon 
esculentum Agglutinin (LEA; 1: 800; (Bankston et al. 1991)) und anschließend Texas-
Red-markiertem Avidin (1: 200; Vector Laboratories, Burlingham, CA, USA) 
behandelt. In Kontrollexperimenten wurde die Bindung des Lektins durch 
Vorinkubation mit einer 0,2 M Lösung des entsprechenden Zuckers inhibiert (Kasper 
et al. 1998). Für Doppelfärbungen wurde wie oben beschrieben der mAk 9A11 
eingesetzt. Alle Waschschritte erfolgten in PBS. Als Eindeckmedium wurde PBS-
Glycerol (1: 9), das mit 2,5 % (v/v) DABCO (Janssen, Beerse, Belgien) versetzt war, 
verwendet. 
Die „HOPE“–fixierten Lungenschnitte wurden auch für Immunperoxidase-Färbungen 
eingesetzt, wobei der mAk 9A11 zusammen mit dem VECTASTAIN ABC System 
(Vector Laboratories) unter Befolgung des Herstellerprotokolls zum Einsatz kamen. 
2.3.9.2 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie der hAEpC
Die verwendeten Antikörper (mAK anti-SP-D (Chemicon), mAK anti-Caveolin-1 (BD-
Biosciences); polyklonaler Kaninchen-anti-AQP-5 (großzügige Gabe von Dr. S.E: 
Gabriel, University of North Carolina bei Chapel Hill, NC, USA) wurden jeweils 1: 100 
in PBS/ 1 % (w/v) BSA verdünnt. Der mAK 9A11 wurde als unverdünnter 
Hybridomüberstand eingesetzt. Maus-IgG1 (MOPC-21, Sigma) diente als Isotyp-
Kontrolle. Die auf Filtereinsätzen kultivierten AT II Zellen wurden an Tag 3, 6 und 8 
nach Aussaat gefärbt. Hierfür wurden die Zellen für 10 min mit 2 % Paraformaldehyd 
(PFA) fixiert, für weitere 10 min in 50 mM NH4Cl blockiert und für 8 min mit 0,1 % 
Triton X-100 permeabilisiert. Die Inkubation der Zell-Monolayer mit den jeweiligen 
Primärantikörpern (je 100 µl) erfolgte für 60 min. Danach wurden die Zellen dreimal 
mit PBS gewaschen und anschließend mit 100 µl einer 1: 100 Verdünnung der 
Sekundärantikörper (Alexa-Fluor 488-markiertes Ziege-anti-Maus, oder Ziege-anti-
Kaninchen F(ab´)2 Fragment (Invitrogen) in PBS/ 1 % (w/v) BSA) inkubiert. Für die 
Gegenfärbung der Kerne wurde 1 µg/ ml Propidium-Iodid (PI) zugefügt. Nach 30 min 
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erfolgten drei Waschschritte mit PBS, woraufhin die Zellen in FluorSave anti-fade 
Medium (Calbiochem, Bad Soden) eingebettet wurden. Die Vorbereitung der Zellen 
und die Aufnahmen wurden von Dr. C. Ehrhardt (siehe S. 46) an einem Konfokalen 
Laserscanning Mikroskop (MRC-1024, BioRad) durchgeführt. 
2.3.9.3 Immunogold-Elektronenmikroskopie
Die Vorbehandlung der Zellen für die Immunogold-Elektronenmikroskopie sowie die 
Aufnahmen wurden freundlicherweise von Dr. M. Laue (Zentrum für 
Elektronenmikroskopie, Medizinische Fakultät, Universität des Saarlands, Homburg) 
durchgeführt. Die von ihm angewandte Methode wird kurz zusammengefasst: 
Die auf Filtereinsätzen angewachsenen hAEpC wurden mit PBS gewaschen und für 
mehrere Stunden in Immunogold-Fixierung bei RT inkubiert und anschließend bei 
4°C gelagert. Kleine Filterscheiben (3 mm Durchmesser) wurden ausgeschnitten und 
durch schrittweise Erniedrigung der Temperatur in Kombination mit einer steigenden 
Ethanolreihe dehydriert (30 %, 0°C; 50 %, -20°C; 70 %, 90 %, 100 %, -35°C für je 1 
h). Es folgte die Infiltration von Lowricryl K4M (Polysciences, USA) über Nacht bei –
35°C und die Polymerisation durch UV-Licht (FSU010 Apparatur, Balzers, FL), bevor 
die Temperatur an je einem Tag auf 0°C und RT erhöht wurde. Ultradünnschnitte 
wurden hergestellt und für die Immunmarkierung in je 30 µl folgender Lösungen 
plaziert: 50 mM Glyzin in PBS; Immunogold-Blockierung; mAK 9A11 (über Nacht bei 
4°C in feuchter Kammer); Immunogold-Blockierung; Ziege-anti-Maus-Antikörper, 
gekoppelt an 10 nm Kolloid-Gold (Aurion, NL); Immunogold-Blockierung; PBS; 2,5 % 
(w/v) Glutaraldehyd in 0,1 M Phosphatpuffer; PBS, H2O. Die getrockneten Schnitte 
wurden anschließend mit einer Mischung aus Uranyl Acetat und Methylcellulose 
gefärbt (Roth et al. 1990) und mit einem Tecnai 12 Biotwin Transmissions 
Elektronenmikroskop (FEI Co., USA), das mit einer 1k-CCK-8 Kamera (Megaview III, 
Soft Imaging Systems) ausgerüstet war, analysiert. 
2.3.10 Untersuchung der Adhärenz-Kinetik  CCK-8
Die Geschwindigkeit der Adhärenz von HEK293 flRAGE und HEK293 wt Zellen an 
Kollagen IV-beschichtete Vertiefungen einer 96-well-Platte wurde mit Hilfe des Cell 
Counting Kits CCK-8 (Alexis Biochemicals, Lausen, Schweiz) unter Befolgung des 
von den Herstellern empfohlenen Protokolls analysiert und quantifiziert. 5 x 104
Zellen wurden in 100 µl DMEM/ 10 % (v/v) FKS in die mit 1µg/ cm2 Kollagen IV - (BD 
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Biosciences) beschichteten Vertiefungen gegeben und bei 37°C für die angegeben 
Zeiten inkubiert. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit je 100 µl PBS 
gewaschen, um nicht anhaftende Zellen zu entfernen. Es folgte die Inkubation mit 
Medium (100 µl/ well), das mit CCK-8 Reagenz versetzt war (10 µl CCK-8/ 100 µl 
Medium) für 2 h bei 37°C. Danach wurde die Zahl der adhärenten Zellen mittels 
Absorptionsmessung bei 450 nm an einem Mikrotiter-Platten-Reader (Milenia Kinetic 
Analyzer) durch Vergleich mit der resultierenden Absorption der Ausgangszellzahl 
(ohne Waschschritte) quantifiziert. Für Blockierungsstudien wurden die HEK293 
flRAGE Zellen mit anti-RAGE Reagenzien oder den entsprechenden Kontrollen 
(polyklonale Seren wurden 1:30 in 10 % FKS in Medium verdünnt, mAK wurden in 
einer Konzentration von 200 µg/ ml eingesetzt) für 20 min auf Eis vorinkubiert, bevor 
die Zellen für 13 min in den Kollagen IV beschichteten Vertiefungen inkubiert wurden. 
Die weiteren Schritte erfolgten wie oben. Es wurden jeweils Dreifach-Bestimmungen 
durchgeführt.
2.3.11 Untersuchung des „Spreading“-Verhaltens  DIC 
Mikroskopie
HEK293 flRAGE im Vergleich zu HEK293 mock und HEK293 wt Zellen wurden auf 
ihr „Spreading“-Verhalten auf unterschiedlichen Matrices untersucht. 7 x 104 Zellen 
wurden in DMEM auf 2-Kammer-Deckgläschen ausplattiert (Nalge Nunc, Napersville, 
IL, USA), die entweder mit humanem Kollagen IV (1 µg/ cm2), Laminin (5 µg/ cm²; BD 
Biosciences) oder Fibronektin (5 µg/ cm²; Roche) beschichtet waren. Nach 3 h 
Inkubation bei 37°C und 5 % CO2 wurden die Zellen lebend durch Interferenz-
Mikroskopie an einem Zeiss Axiovert 100M Mikroskop analysiert, das mit einer 
Hamamatsu Digitalkamera (C4742-95, Hamamatsu, USA) ausgerüstet war, mit 
freundlicher Unterstützung von Dr. L. Knels (Institut für Anatomie, Medizinische 




3.1 Herstellung von sRAGE
Für die Untersuchung der Bindung definierter AGEs an RAGE wurde zunächst das 
lösliche RAGE (sRAGE) -Konstrukt generiert und rekombinant exprimiert (Abb. 5). 
Abbildung 5. Schematische Darstellung von RAGE. (A) Angabe der in den hergestellten 
Konstrukten vorkommenden Domänen. (B) Dem sRAGE-Konstrukt wurde zusätzlich zu der 
extrazellulären Domäne über die Klonierungsstrategie C-terminal ein His6-Tag angefügt, am N-
Terminus befindet sich die aus dem Vektor pSecTag B stammende Signalsequenz der murinen Ig 
Kette.
sRAGE, der nur aus der extrazellulären Domäne des humanen Rezeptors besteht, 
wurde in der humanen Zelllinie HEK293 exprimiert. Durch die Verwendung des 
Vektors pSecTag2B (Invitrogen, siehe Material und Methoden 2.2.5.1) wurde 
erreicht, dass das Protein in den Zellkulturüberstand sezerniert wurde, so dass eine 
einfache Aufreinigung direkt aus dem Überstand, ohne Zellaufschluss, durchgeführt 
werden konnte. Hierfür wurde in dem löslichen Rezeptor C-terminal ein His6-Tag 





Diese Methode wurde zunächst im „Batch-Verfahren“ mittels Nickel-Agarose etabliert 
und schließlich für die Gewinnung großer Proteinmengen mit dem automatisierten 
Verfahren der FPLC unter Verwendung des Åkta Prime Geräts durchgeführt. Die 
Reinheit des so gewonnenen sRAGE-Proteins wurde durch SDS PAGE und 
anschließende Commassie Färbung ermittelt (Abb. 6A und B). 
Abbildung 6. Coomassie-Färbung von SDS-Gelen nach affinitätschromatographischer Reinigung 
des sRAGE aus dem Zellkulturüberstand stabil transfizierter HEK293 Zellen. (A) Reinigung mittels 
Nickel-NTA-Agarose im Batch-Verfahren. (B) Reinigung mittels FPLC unter Verwendung von 
HighTrap Chelating Säulen, die mit Nickelsulfat beladen wurden. S: MW-Standard; LD: „Load“ 
(Überstand vor der Reinigung); FT: „Flow through“ (Durchfluss) mit ungebundenen Proteinen; W: 
Waschfraktionen; E: Elutionsfraktionen
In den Elutionsfraktionen beider Reinigungsverfahren tritt eine prominente Bande bei 
~45 kD auf, was dem Moleulargewicht des sRAGE entspricht. Abbildung 6B zeigt 
zusätzlich zu der starken Bande bei 45 kD schwächere Banden zwischen 14 und 20 
kD, die vermutlich auf Abbauprodukte durch Proteaseaktivität zurückzuführen sind, 
da das Åkta Prime-Verfahren aus technischen Gründen bei RT durchgeführt wurde. 
Weiterer enzymatischer Abbau des gereinigten Proteins wurde durch die Zugabe von 
Protease-Inhibitoren zu den Elutionsfraktionen verhindert. Für die folgende 
Immunisierung (siehe 3.2) mit dem gereinigten sRAGE waren Abbauprodukte 
unerheblich, da die Spezifität der gewonnenen Antikörper durch die komplexen 
Screening-Verfahren gewährleistet wurde. Um die Funktionalität des sRAGE 
garantieren zu können, wurden weitere Untersuchungen zur Charakterisierung 
unternommen, wie zum Beispiel die Analyse des Vorhandenseins von N-verknüpften 
Glykosilierungen. Die Peptid: N-Glykosidase F (PNGase F) hydrolysiert durch die 
sehr breite Substratspezifität nahezu alle N-glykosidischen Bindungen (Tarentino and 
Plummer 1987). Diese Eigenschaft war von Vorteil, da die genauen N-verknüpften 
Ergebnisse
52
Glykosilierungen von RAGE noch nicht spezifiziert sind. Die Glykosidase-Behandlung 
des sRAGE führte zu einer Verringerung des Molekulargewichts, was darauf 
hinweist, dass die für die Ligandenbindung essentiellen posttranslationalen 
Modifikationen in Form von N-Glykosilierungen, die für die variable Domäne des 
RAGE beschrieben wurden (Srikrishna et al. 2002), vorhanden sind (Abb. 7). Das so 
hergestellte und in gereinigter Form vorliegende sRAGE-Protein stand nun für 
verschiedene Anwendungen zur Verfügung.
Abbildung 7. Deglykosilierung von sRAGE. Das 8 % SDS-Gel zeigt nach der Coomassie-Färbung 
die Reduktion des Molekulargewichts von sRAGE nach der Inkubation mit PNGaseF (Spuren 1 und 3) 
im Gegensatz zu den Kontrollen (Spuren 2 und 4). Es wurden Inkubationsbedingungen mit SDS-
(Spuren 1 und 2) oder ohne SDS-Zugabe im Puffer getestet (Spuren 3 und 4). SDS führt zur 
Denaturierung, was für die effiziente Deglykosilierung mancher Proteine notwendig ist. Da die 
Bedingungen der Deglykosilierung von sRAGE nicht bekannt waren, wurden sowohl denaturierende
als auch nicht-denaturierende Bedingungen getestet.
3.2 Herstellung monoklonaler anti-RAGE-Antikörper
Da der bereits am Institut für Immunologie vorhandene monoklonale Antikörper (A11) 
natives, zellexprimiertes RAGE nur schwach erkannte, wurden neue monoklonale 
Antikörper generiert, indem der oben beschriebene, gereinigte sRAGE für die 
Immunisierung von Balb/c Mäusen eingesetzt wurde. Die Immunisierungen erfolgten 
wie unter 2.3.6 beschrieben. Vier Wochen nach der letzten Injektion wurde die 
Fusion der Milzzellen einer der immunisierten Mäuse mit immortalisierten B-Zellen 
durchgeführt. Die entstandenen Hybridomzellen wurden kloniert. In den ersten 
Screening-Runden wurden rund 800 Klone getestet und untersucht, ob sRAGE, 
gegen das immunisiert wurde, im ELISA erkannt wird. Bei weiteren Screening-
Analysen wurden solche Klone der Hybridomzellen expandiert, die zusätzlich zu 
sRAGE, natives RAGE an der Zelloberfläche von Säugerzellen spezifisch erkannten. 
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Hierfür wurde das Gesamtlängen-RAGE Konstrukt (flRAGE) stabil in HEK293 Zellen 
exprimiert (siehe 2.2.5.2 und 3.3). Die Hybridomüberstände der drei am stärksten 
reagierenden Klone, mit den Bezeichnungen 9A11, 9G7 und 4F1, wurden gesammelt 
und entweder direkt eingesetzt, oder die Antikörper wurden aus dem Überstand 
gereinigt, um sie in konzentrierter Form einzusetzen. Bei allen drei Antikörpern 
handelt es sich um Antikörper mit dem Isotyp IgG1. Die gewonnenen Antikörper 
führten in FACS-Analysen zu einer erheblich stärkeren Färbung des nativen, 
membranständigen flRAGE in transfizierten HEK293 Zellen im Vergleich zu dem 
vorher generierten Antikörper A11 (Abb. 8). In weiteren Untersuchungen konnte 
gezeigt werden, dass 9A11, 9G7 und 4F1 auch im Western Blot eingesetzt werden 
können.
Abbildung 8. Vergleich der Bindungseffizienz verschiedener monoklonaler anti-RAGE-Antikörper. 
HEK293 flRAGE (schwarze Kurven) und HEK293 mock Zellen (weiße Kurven) als Kontrolle wurden 
mit unverdünnten Hybridomüberständen verschiedener Klone und anschließend mit dem FITC-
markierten Ziege-anti-Maus-Sekundärantikörper (DAKO; 1:100) gefärbt. Die Bindung der Antikörper 




3.3 Herstellung des flRAGE-Konstrukts
Neben sRAGE wurde die komplette humane Sequenz des membranständigen 
Rezeptors (flRAGE) ebenfalls in der Zelllinie HEK293 stabil exprimiert (Abb. 9A). 
Hierfür wurden zwei Expressionsvektoren verwendet, pIRES2EGFP (Clontech) und 
pcDNA3.1+ (Invitrogen) (siehe 2.2.5.2). Bei beiden Vektoren steht das Zielgen unter 
der Kontrolle des CMV-Promotors und beide vermitteln Geneticin-Resistenz. 
pIRES2EGFP weist die Besonderheit auf, dass zusätzlich zu dem Zielgen das 
„enhanced green fluorescence protein“ (EGFP) bi-cistronisch exprimiert wird und 
somit die Transfektionseffizienz mikroskopisch ermittelt werden kann. Der Nachweis 
der Oberflächenexpression des flRAGE erfolgte durch Verwendung der neu 
generierten monoklonalen anti-RAGE-Antikörper in FACS Analysen (vgl. Abb. 8) und 
konfokaler Laserscanning-Mikroskopie (Abb. 9B). 
Abbildung 9. „Full length“ RAGE (flRAGE). (A) graphische Darstellung der Domänen des flRAGE-
Konstrukts mit der homologen Signalsequenz (SIG), der variablen Domäne (V) gefolgt von den beiden 
konstanten Domänen (C1 und C2), dem Transmembranabschnitt TM und dem intrazytoplasmatischen 
Teil (Cyt). (B) RAGE-Oberflächenexpression in HEK293 Zellen nach transienter Transfektion mit p 
flRAGE-IRES2-EGFP. Die Zellen wurden in Suspension mit dem mAk 9A11 (unverdünnter 
Hybridomüberstand) und einem Cy3-markierten Sekundärantikörper (Dianova, 1:100) gefärbt, auf 
Deckgläschen fixiert und mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie analysiert. Der Vergleich der 
Durchlichtaufnahme (links) mit den Aufnahmen der Kanäle für rote (Mitte) bzw. grüne (rechts) 
Fluoreszenz zeigt, dass nur Zellen die RAGE an der Oberfläche exprimieren, was durch die typische 
Ringfluoreszenz demonstriert wird, auch EGFP positiv sind. Somit kann man bei Verwendung dieses 






Ursprünglich sollten die generierten RAGE-Proteine unter Anderem in 
Funktionsanalysen eingesetzt werden. Langfristiges Ziel dieser Studien war, im 
Rahmen eines Verbundprojekts einen Biosensor zur Messung nichtenzymatischer 
Glykierungsprodukte in Nahrungsmitteln und Blut zu entwickeln. Rekombinant 
hergestellter sRAGE sollte zu diesem Zweck auf anorganischen Trägern über 
polymere Dünnschichten immobilisiert werden. Die so gewonnenen RAGE-
Membranen waren als Grundprinzip für die Messung von Glykierungsprodukten in 
den komplexen Matrices angedacht. Zur Beurteilung der Spezifität war geplant, 
bekannte Glykierungsprodukte als Referenzmaterialien herzustellen und sie 
hinsichtlich ihrer Affinität zu RAGE durch geeignete Festphasenbindungsassays zu 
prüfen. Zunächst wurde die Bindung verschiedener AGEs an gereinigtes sRAGE-
Protein in ELISA-Studien untersucht. Hierbei sollte geklärt werden, welche 
Glykierungsprodukte von RAGE erkannt werden und wie spezifisch sie gebunden 
werden. Dies stellt die Voraussetzung für die Generierung des Polymer-
immobilisierten RAGE dar, der als Messsonde für AGEs dienen sollte. Die AGE-
modifizierten Proben wurden von dem Verbundprojektpartner Prof. Henle am Institut 
für Lebensmittelchemie der TU Dresden zur Verfügung gestellt. Sie wurden im 
Rahmen einer Diplomarbeit in diesem Institut von Alexander Sommer generiert. Die 
Herstellung der eingesetzten AGEs und deren Zusammensetzung wurden dort 
beschrieben (Sommer 2003). Bovines Serumalbumin (BSA) diente als 
Ausgangsprotein für die unterschiedlichen Modifizierungen. Die durchgeführten 
Modifikationen sind in Tabelle 4 aufgelistet und in Abbildung 10 teilweise graphisch 
dargestellt.
Bezeichnung AGE Bemerkung Derivatisierung
BSA - Ausgangs-BSA (Fa. Sigma) -
CMLmin-BSA N-Carboxymethyllysin
(CML)






im Protein zugängliche 
Lysinreste praktisch vollständig 
carboxymethyliert
> 90 %
MGmin-BSA v.a. Imidazolinon 2 im Protein zugängliche 
Argininreste anteilig derivatisiertt
ca. 25 %




Tabelle 4: Hergestellte „AGE-BSA“ Proben für die Untersuchung der Bindung an RAGE.
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Abbildung 10. Aminosäuremodifikationen in BSA-Präparaten.
Für den Bindungsnachweis wurden zwei Varianten getestet: zum einen wurde 
sRAGE an der Plastikoberfläche von 96-well-Platten immobilisiert, und die AGEs 
sollten durch eine Digoxigenin-Markierung über einen hoch sensitiven anti-
Digoxigenin-Antikörper nachgewiesen werden (Abb. 11A). Bei diesem Versuch 
wurde keine spezifische Bindung der Proben an immobilisiertes sRAGE erreicht. 
Nicht-modifiziertes BSA, das als Kontrolle diente, wies eine ebenso starke Bindung 
an sRAGE wie AGE-BSA, CMLmin oder MGmin auf. Lediglich CMLmax interagierte fast 
doppelt so stark mit sRAGE im Vergleich zu den übrigen Proben. Allerdings zeigte 
sich bei dem dargestellten Versuch, dass diese Bindung unabhängig von RAGE war, 
da alle Proben stärker an die unbeschichteten, blockierten Vertiefungen banden, als 
an die mit sRAGE-beschichteten Vertiefungen. In einer zweiten Variante des 
Versuchsaufbaus sollte die Bindung von sRAGE an immobilisierte AGEs ermittelt 
werden. Dabei bestand der Vorteil darin, dass spezifische anti-RAGE-Antikörper 
genutzt werden konnten und man nicht auf eine Markierung der Proben angewiesen 
war. Auch bei diesem Ansatz konnte kein Nachweis einer spezifischen Interaktion 
der modifizierten BSA-Proben erbracht werden (nicht gezeigt). 
Um eine Denaturierung des sRAGE oder der AGE-Proben durch die Immobilisierung 
an der Plastikoberfläche der Mikrotiterplatten auszuschließen, die zu der 
unspezifischen Bindung führen könnte, wurde eine weitere Methode zum Nachweis 
der AGE-RAGE Bindung getestet. sRAGE wurde über den C-terminal angefügten 
His6-Tag an Nickelagarose gebunden. Als Kontrolle wurde die Agarose nicht mit 
sRAGE versehen, was den ungebundenen Vertiefungen in der ELISA-Untersuchung 
entsprach. Nach Blockierung freier Bindungsstellen der Nickel-Agarose mit FKS-
haltigem Medium wurden die Ansätze mit den verschiedenen Digoxigenin-markierten 
AGE-Proben und wiederum nicht-modifiziertem BSA inkubiert. Ungebundene Proben 
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wurden durch intensives Waschen entfernt, bevor die gebundenen Proben mittels 
Imidazol eluiert und anschließend im Western Blot untersucht wurden (Abb. 11B). 
Abbildung 11. AGE-Bindung an sRAGE. (A) Immobilisierter sRAGE (1 µg/ well) wurde in einem 
ELISA auf seine Fähigkeit DIG-markierte AGE-modifizierte BSA-Proben (50 µg/ ml) zu binden, 
untersucht. Als Kontrolle dienten nicht-modifiziertes BSA und PBS, sowie unbeschichtete 
Vertiefungen. Der Nachweis der AGE-Bindung erfolgte durch einen anti-DIG-HRP-gekoppelten 
Antikörper (damals Boehringer; 1: 1000). Die Mittelwerte und mittlere Standardabweichung von jeweils 
drei Vertiefungen sind gezeigt. (B) sRAGE wurde über den His6-Tag an Nickelagarose gebunden (0,5 
mg/ ml Agarose). Freie Bindungsstellen wurden durch FKS-haltiges Medium blockiert, bevor die 
Inkubation mit den DIG-markierten, AGE-modifizierten BSA-Proben (50 µg/ 50 µl Agarose-Ansatz) 
erfolgte. Als Negativkontrolle dienten wiederum nicht-modifiziertes BSA sowie PBS, und nicht-
beladene Nickelagarose. Gebundene Proben wurden eluiert und mittels SDS-PAGE und Western Blot 
unter Verwendung des anti-DIG-HRP-markierten Antikörpers (1:2500) analysiert. Die Bande bei 66 kD 
entspricht den modifizierten BSA-Proben. Als Positivkontrolle für das Nachweissystem wurde DIG-





Korrelierend mit den Ergebnissen der ELISA Untersuchungen fand bei diesem 
Verfahren keine spezifische Bindung an sRAGE statt. BSA, AGE und MGmin konnten 
unabhängig von der Anwesenheit von sRAGE von der Agarose eluiert werden. 
CMLmax band stärker an die mit sRAGE versehene Agarose als an die ohne sRAGE 
inkubierte Agarose, wohingegen CMLmin in beiden Ansätzen nicht gebunden hatte 
und damit nicht im Western Blot detekiert werden konnte.
3.5 Bindung von S100B an sRAGE
Die bisherigen Ergebnisse der AGE-Bindungs-Analysen riefen die Frage nach der 
Funktionalität des sRAGE-Proteins auf. Um mögliche Fehler im sRAGE-Konstrukt 
auszuschließen, wurde die Bindung eines weiteren beschriebenen Liganden, S100B 
(Hofmann et al. 1999), an sRAGE untersucht. Für den Nachweis wurde wiederum 
das ELISA-Format gewählt, wobei die Mikrotiterplatte mit sRAGE beschichtet wurde, 
und die Bindung des S100B an das so immobilisierte sRAGE über spezifische 








































Abbildung 12. S100B-Bindung an sRAGE. Unterschiedliche Multimerkonformationen von S100B (5 
pmol/ well) wurden mittels ELISA auf ihre Bindungsfähigkeit an immobilisiertes sRAGE (50 ng/ well) 
untersucht. Als Kontrollen dienten unbeschichtete Vertiefungen, sowie PBS anstelle des S100-
Liganden. Der Nachweis der Bindung erfolgte durch einen polyklonalen Kaninchen-anti-S100-
Antikörper (1: 1000) in Verbindung mit einem anti-Kaninchen-HRP-markierten Antikörper (Chemicon; 
1: 7500). Die Mittelwerte und mittlere Standardabweichung von jeweils drei Vertiefungen sind gezeigt.
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Als Kontrolle wurde der gleiche Ansatz ohne Beschichtung der Mikrotiterplatten mit 
sRAGE durchgeführt. S100 Moleküle treten meist als Dimere auf, jedoch werden 
auch Multimere nicht ausgeschlossen (Donato 2001). In diesem Ansatz wurde die 
Affinität des S100B Dimers, Tetramers, einer Mischung aus Tetramer und Hexamer, 
sowie einer Mischung aus Hexamer und Oktamer verglichen. 
Die multimeren S100B Moleküle, ebenso wie der anti-S100B-Antikörper wurden 
großzügigerweise von Thorsten Ostendorp und Günter Fritz (Fachbereich für 
Biologie, Sektion Naturwissenschaften, Universität Konstanz) zur Verfügung gestellt. 
Für alle S100B Mulitmerformationen konnte eine hochspezifische und starke Bindung 
an sRAGE gezeigt werden. Es erfolgte nur eine sehr schwache Absorptionsmessung 
in Abwesenheit von sRAGE, die vergleichbar mit der Absorption der Kontrolle war, 
bei der nur der Sekundärantikörper ohne vorherige Ligandenbindung eingesetzt 
wurde, und somit die Hintergrund-Absorption darstellte. Das Ergebnis weist auf die 
Funktionalität des sRAGE hin und bestätigt die generelle Eignung für die 
Untersuchung der Ligandenbindung.
3.6 Zellbindungsassays mit DIG-markierten AGEs
Die bisherigen Versuche wurden mit gereinigtem sRAGE durchgeführt. Denkbar ist, 
dass das gereinigte Protein, das zwar mit S100B interagieren kann, nicht in der für 
die AGE-Bindung notwendigen Konformation vorliegt. Um dies zu untersuchen, 
wurden Bindungsstudien mit den HEK293 flRAGE Zellen unternommen, die den 
Rezeptor stark an der Oberfläche exprimieren (vergleiche Abb.8). 
Der Nachweis der Bindung der DIG-markierten BSA-Proben and HEK293 flRAGE im 
Vergleich zu HEK293 wt erfolgte über einen anti-DIG-FITC-Antikörper mittels FACS 
(Abb. 13). BSA, AGE-BSA, CMLmin-BSA und MGmin-BSA banden -unabhängig von 
der RAGE-Expression- nicht an die Zellen. Lediglich CMLmax-BSA zeigte eine etwas 




Abbildung 13. Zellbindungsstudien mit AGE-modifizierten Proben. HEK293 flRAGE transfizierte 
Zellen im Vergleich zu HEK293 wt Zellen wurden mit DIG-markierten AGE-modifizierten Proben (50 
µg/ ml) inkubiert. Der Nachweis der Bindung erfolgte mittels FACS unter Verwendung eines FITC-
konjugierten anti-DIG-Antikörpers (Roche, 1: 1000) und ist in der Abbildung als Fluoreszenzintensität 
im FL1-Kanal auf der x-Achse dargestellt.
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3.7 Nachweis der AGE-Bindung über Zellaktivierungsstudien
Da keine spezifische Bindung der AGE-modifizierten BSA-Proben an sRAGE oder 
RAGE-exprimierende Zellen nachgewiesen werden konnte, sollte mit Hilfe der 
flRAGE-exprimierenden Zellen ein indirekter Nachweis über die Zellaktivierung nach 
Ligandenbindung erfolgen, was als sensitivere Methode eingeschätzt wurde. Hierfür 
wurden stabil mit flRAGE transfizierte HEK293 Zellen mit CML-modifiziertem BSA, 
das die bedeutendste Modifikation in vivo darstellt (Kislinger et al. 1999), inkubiert. 
Wie es für RAGE beschrieben ist, sollte es nach Ligandenbindung langfristig zu einer 
Zellaktivierung kommen, die im Falle der AGEs als Liganden letztendlich zu einer 
Translokation von NFB in den Kern führt. Ob eine solche Aktivierung aufgrund von 
CML in Abhängigkeit von RAGE ausgelöst werden konnte, wurde zunächst mittels 
eines kommerziell erhältlichen ELISAs untersucht, bei dem das in den Nukleus 
eingewanderte NFB in Kernextrakten der stimulierten Zellen gemessen wurde. Als 
Negativ-Kontrolle diente nicht-modifiziertes BSA; als Positiv-Kontrolle, um zu zeigen, 
dass der Nachweis generell funktionierte, wurden die Zellen mit TNF stimuliert. Die 
Abhängigkeit der Zellaktivierung von RAGE sollte durch den Vergleich mit HEK293 
wt Zellen demonstriert werden. Durch Inkubation mit CML wurde eine schwache 
Aktivierung der RAGE-exprimierenden Zellen hervorgerufen, die jedoch unspezifisch 
zu sein schien, da eine geringfügig höhere Aktivierung auch durch nicht-modifiziertes 
BSA erreicht wurde (Abb. 14A). 
TNF, ein potenter Aktivator des NFB-Transkriptionswegs (Renard and Raes 1999; 
Leong and Karsan 2000), führte wie erwartet zu einem hohen Aktivierungslevel der 
Zellen. Die HEK293 wt Zellen zeigten die gleiche Tendenz wie die HEK293 flRAGE 
Zellen, wenn auch insgesamt nur eine niedrigere Aktivierung erreicht wurde. Diese 
Beobachtung wurde in zwei weiteren, unabhängig voneinander durchgeführten 
Experimenten bestätigt, die in Abbildung 14 A zusammengefasst wurden.
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Abbildung 14. Untersuchung der Zellaktivierung nach AGE-Bindung. (A) HEK293 flRAGE Zellen 
(schwarz) im Vergleich zu HEK293 wt Zellen (weiß) wurden mit CML-modifiziertem BSA (100 µg/ ml 
Medium) für 6 h inkubiert. Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit nicht-modifiziertem BSA, als 
Positivkontrolle mit TNF (10 ng/ ml) inkubiert, bevor Kernextrakte hergestellt wurden und mittels 
ELISA die Translokation von NFB in den Kern untersucht wurde. Die Mittelwerte von drei 
unabhängigen Experimenten und die mittlere Standardabweichung der Einzelbestimmungen wurden 
dargestellt. (B) Die Zellen wurden wie in (A) behandelt, bevor die NFB-Aktivierung mittels EMSA 
untersucht wurde. Das Ergebnis eines EMSAs von vier repräsentativen Experimenten wurde 
dargestellt.
Eine weitere Methode, um die Aktivierung von NFB nachzuweisen, stellt der 
„Electromobility Shift Assay“ (EMSA) dar, wobei das in den Kern translozierte NFB 
hoch sensitiv über ein radioaktiv markiertes Oligo, das die Konsensussequenz der 
DNA-Bindungsstelle des aktivierten NF darstellt, untersucht wird. Auch hier wurden 





modifiziertem BSA und CML-modifiziertem BSA, sowie der Positiv-Kontrolle TNF
inkubiert, und der Effekt auf die Zellaktivierung analysiert. Wie Abbildung 14 B zeigt, 
konnte, wie zuvor auch durch den ELISA demonstriert wurde, nur durch TNF die 
Abspaltung des IB, und die darauf folgende Migration des NFB in den Nukleus 
ausgelöst werden. Dies ergibt die diffuse Bande im oberen Viertel des auf 
Filterpapier übertragenen Gels. BSA, AGE-modifiziertes BSA und CML-modifiziertes 
BSA führten jeweils zu einer sehr schwachen Aktivierung, die allerdings sowohl bei 
RAGE-transfizierten als auch wt Zellen auftrat. Die bei allen Proben deutlich 
auftretende Bande mit niedrigerem Molekulargewicht als die durch TNF
hervorgerufene Bande, entspricht einer typischen Beobachtung bei EMSAs und wird 
generell als „unspezifisch“ bezeichnet. Somit konnte auch auf diesem indirekten Weg 
keine Interaktion der AGEs mit RAGE gezeigt werden.
3.8 Zellaktivierung über Quervernetzung des membranständigen 
RAGE
Das artifizielle Zellkultursystem der flRAGE transfizierten HEK293 Zellen bietet den 
Vorteil, dass ein direkter Vergleich zwischen Zellen möglich ist, die sich nur in der 
Expression des RAGE-Proteins unterscheiden, da wt Zellen, bzw. mock-transfizierte 
Zellen RAGE-negativ sind. Es ist jedoch nicht auszuschließen, dass diesen Zellen 
Faktoren fehlen, die nativ RAGE-exprimierende Zellen aufweisen, und die für RAGE-
abhängige Effekte nötig sind. Um zu untersuchen, ob HEK293 flRAGE Zellen 
generell in der Lage waren, RAGE-vermittelte Signalwege auszulösen, was durch die 
Stimulation mit AGEs bisher nicht gelang, sollten die membranständigen Rezeptoren 
mittels spezifischer anti-RAGE-Antikörper (mAk 9A11 und mAK 4F1) quervernetzt 
werden. Viele membranständige Rezeptoren, wie zum Beispiel der T-Zell-Rezeptor, 
werden durch Quervernetzung an der Zelloberfläche aktiviert, was schließlich eine 
intrazytoplasmatische Signalkaskade auslöst (Schade and Levine 2004; Magee et al. 
2002). Hier sollte nun im Western Blot unter Verwendung Phospho-spezifischer 
Antikörper die phosphorilierte, also aktivierte Form der MAP-Kinase (p44/42) in 
Zellen nach unterschiedlich langer Kultivierung in anti-RAGE-Antikörper-
beschichteten Kulturschalen nachgewiesen werden (Abb. 15). Als Positiv-Kontrolle 
dienten Zelllysate, die nach 15 min Inkubation mit 30 mM H2O2 hergestellt wurden, 
als Negativ-Kontrolle dienten unbehandelte Zellen, sowie der Vergleich mit HEK293 
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wt Zellen. Unbehandelte Zellen verblieben wie erwartet in einem nicht-aktivierten 
Zustand, wohingegen H2O2 zu einer schnellen Phosphorilierung sowohl der flRAGE 
als auch der wt Zellen führte, was in der Abbildung 15 durch die Doppelbande bei 42 
und 44 kD demonstriert wird. Die Inkubation in den mit 4F1 oder 9A11 beschichteten 
Platten führte zu keiner Aktivierung der p44/42 MAP-Kinase in den HEK293 flRAGE 
oder wt Zellen. Selbst wenn die Zelllysate nach zweistündiger Kultivierungszeit 
hergestellt wurden, trat keine Phosphorilierung auf. 
Abbildung 15. Zellaktivierung nach RAGE-Quervernetzung. Zelllysate von HEK293 flRAGE (oben) 
bzw. HEK293 wt (unten) Zellen wurden mittels Western Blot ohne Stimulierung (Spur 1), nach 15 min 
Inkubation mit H2O2 (Spur 2), bzw. nach den angegebenen Inkubationszeiten in anti-RAGE mAK 4F1-
beschichteten (Spuren 3 – 4) oder 9A11-beschichteten (Spuren 5 – 6) Kulturschalen auf die 
Phosphorilierung der MAPK p44/42 untersucht. Hierfür wurde ein monoklonaler Antikörper eingesetzt, 
der spezifisch die phosphorilierte Form von p44/42 erkennt (Cell Signaling; 1:2000). Als 
Sekundärantikörper diente ein HRP-konjugierter Kaninchen-anti-Maus Antikörper (Dako, 1:1000). Die 
Doppelbande bei ~44 kD entspricht der phosphorilierten Form der p44/ 42 MAP Kinase (Pfeil P-
p44/42). Die Bande bei ungefähr 30 kD, die durch das Fragezeichen gekennzeichnet ist, wurde auf 
eine Kreuzreaktion mit HEK293 Zellen zurückgeführt, die unabhängig von der Phosphorilierung 
erkannt wird. Ein Western Blot von vier vergleichbaren Experimenten ist gezeigt.
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3.9 RAGE Expression in Endothelzellen und Monozyten (FACS)
Nachdem keine effiziente Aktivierung der HEK293 flRAGE-transfizierten Zellen durch 
AGEs erreicht werden konnte, sollte der Rezeptor in Endothelzellen untersucht 
werden, die laut Literatur die höchste native Expression aufweisen (Brett et al. 1993). 
Die Endothelzellen sollten dann anstelle des artifiziellen Zellkultursystems in 
Funktionsstudien eingesetzt werden. Hierfür wurden frisch isolierte HUVEC, sowie 
die Primär-Zelllinie HMVEC-L sowohl unstimuliert als auch nach 24 h Inkubation mit 




Abbildung 16. Untersuchung der RAGE-Expression mittels FACS-Analyse. (A) Frisch isolierte 
HUVEC und die Primärzelllinie HMVEC-L wurden entweder ohne Zugaben von Stimulantien oder in 
Anwesenheit von 100 ng/ ml INF und 100 µg/ ml CML für 24 h kultiviert. Anschließend wurde die 
RAGE-Expression in den so behandelten Zellen mit Hilfe des mAk 9A11 (unverdünnter 
Hybridomüberstand) mittels FACS untersucht. Als Positivkontrolle diente der Endothelzellmarker 
CD31, als Negativkontrolle wurde eine IgG1 Isotyp-Kontrolle eingesetzt. (B) Aus Blut isolierte 
Monozyten wurden wie die Endothelzellen stimuliert und mit dem mAk 9A11 gefärbt. Als 
Positivkontrolle wurde der Monozytenmarker CD14 eingesetzt, die Negativkontrolle war wiederum die 
IgG1 Isotyp-Kontrolle. Der Nachweis der Bindung der Primärantikörper erfolgte in allen Fällen mit Hilfe 
eines Cy3-markierten Sekundärantikörpers (Dianova, 1:100), so dass die Fluoreszenzintensität des 
FL2-Kanals auf der x-Achse dargestellt ist. 
Für den Nachweis von RAGE diente der mAK 9A11, außerdem wurde der 
Endothelzellmarker CD31 als Positiv-Kontrolle eingesetzt. Es konnte keine RAGE-
Expression nachgewiesen werden. Erstaunlicherweise ließ sich die Expression auch 
nicht durch die Stimulation induzieren. Als weiterer RAGE-exprimierender Zelltyp 
sind Monozyten beschrieben (Brett et al. 1993; Ritthaler et al. 1995). Für die 
Untersuchung von RAGE wurden Monozyten aus peripheren Blut-Mononukleären 
Zellen (PBMC; peripheral blood mononuclear cells) mittels Plastik-Adhärenz isoliert 
und dann wie die Endothelzellen stimuliert, bevor die RAGE-Expression analysiert 
wurde (Fig. 16B). Die Oberflächenexpression des CD14 diente der Bestätigung der 
Monozyten-Population, so dass andere Zelltypen ausgeschlossen werden konnten. 
Mit Hilfe des mAK 9A11 konnte auch auf diesen Zellen keine RAGE-Expression 
gezeigt werden. 
3.10 RAGE Expression in verschiedenen Zelltypen (Western Blot)
Weder in Endothelzellen noch in Monozyten konnte RAGE an der Zelloberfläche 
detektiert werden. Mit Hilfe von Western Blot Analysen wurde nun geprüft, ob RAGE 
in kompletten Zelllysaten verschiedenster Zellen, teilweise nach Stimulation, 
nachgewiesen werden konnte (Abb. 17). Durch diesen Ansatz wurde gewährleistet, 
dass das gesamte RAGE-Protein erfasst wurde, im Gegensatz zu den FACS-
Analysen, bei denen nur der membranständige Rezeptor gemessen wurde. RAGE-




als Positivkontrolle dienten, es konnte dagegen nicht in HEK293 wt Zellen, die als 
Negativ-Kontrolle eingesetzt wurden, und ebenso nicht in HUVEC, in den Zelllinien 
L132 und NHLF (Abb. 17A), noch in unterschiedlich stimulierten Monozyten oder 
frisch isolierten dendritischen Zellen (DC) (Abb. 17B) detektiert werden. In beiden 
Western Blots wurde gereinigter sRAGE mitgeführt, der ebenso als Positiv-Kontrolle 
diente und von dem mAk erkannt wurde. Somit konnte das RAGE-Protein bis jetzt 
weder in nativer Form an der Zelloberfläche noch in denaturierter Form in kompletten 
Zelllysaten verschiedenster Zelltypen demonstriert werden und die beschriebene 
Lokalisation des Rezeptors nicht bestätigt werden. 
Abbildung 17. Untersuchung der RAGE-Expression in verschiedenen Zelltypen mittels Western 
Blot. PBMC-Fraktionen, frisch isolierte Endothelzellen, sowie immortalisierte Zelllinien wurden 
einbezogen. Jeweils 50 µg Gesamtprotein der Zelllysate wurden auf 10 % (A) bzw. 12 % (B) SDS-
Gele aufgetragen und anschließend im Western Blot unter Verwendung des mAK 9A11 
(Hybridomüberstand 1: 20 verdünnt) und einem HRP-konjugierten Kaninchen-anti-Maus-Antikörper 
(DAKO, 1:1000) analysiert. (A) Spur 1: HEK293 flRAGE; Spur 2: HEK293 wt; Spur 3: L132; Spur 4: 
frei; Spur 5: HUVEC, nach 24 h Stimulation mit 100 µg/ ml CML; Spur 6: NHLF; Spur 7: NHLF, nach 
24 h Stimulation mit 100 µg/ ml CML; Spur 8: frei; Spur 9: sRAGE gereinigt, 0,5 µg. (B) Spur 1: 
isolierte Monozyten nach 5 Tagen Kultivierung und Ausreifung zu von Monozyten-abstammenden 
dendritischen Zellen (Mo-DC); Spur 2: Monozyten, nach 48 h Stimulation mit 0,3 µg/ ml LPS; Spur 3: 
Monozyten, nach 48 h Stimulation mit 10 ng/ ml TNF; Spur 4: Monozyten, nach 48 h Stimulation mit 
1000 U/ ml Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF); Spur 5: Monozyten, 
nach 48 h gleichzeitiger Stimulation mit 100 ng/ ml IFN und 0,3 µg/ ml LPS; Spur 6: Monozyten, die 
über CD14+-Beads gereinigt wurden; Spur 7: PBMC ohne dendritische Zellen; Spur 8: aus PBMC 
isolierte Dendritische Zellen; Spur 9: sRAGE gereinigt (1,5 µg).
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3.11 Gewebe-Verteilung von RAGE
Die bisherige Analyse der RAGE-Expression auf Protein-Ebene, die im Widerspruch 
zu der in der Literatur beschriebenen Verteilung (Brett et al. 1993) und den 
vielfältigen Funktionen dieses Rezeptors steht, veranlasste die Untersuchung der 
RAGE-Expression in verschiedenen humanen Geweben auf einer quantitativen 
Basis. Hierfür wurde die RAGE mRNA mittels „real time“ RT-PCR in einem Panel 
normalisierter cDNAs gesunder Spender, das 16 verschiedene Gewebe 
repräsentiert, bestimmt (Abb. 18A). 
Da bisher mindestens drei Splice-Varianten von RAGE bekannt sind, wurden zwei 
Primerpaare eingesetzt, die alle möglichen Splice-Produkte erfassen sollten. Ein 
hohes Expressionslevel wurde nur in Lungengewebe gemessen, wobei beide 
Primerpaare sehr ähnliche Ergebnisse lieferten. Alle anderen Gewebe, unter 
anderem auch Hirn-Gewebe, wo dem Rezeptor RAGE eine bedeutende Rolle bei 
Neuriten-Wachstum, aber auch bei pathologischen Bedingungen wie der Alzheimer 
Krankheit zugesprochen wurde (Sasaki et al. 2001; Yan et al. 1996), wiesen nur 
geringste Transkript-Mengen auf. 
Neben dem kommerziell erhältlichen cDNA Panel, das nur Gewebe-Präparationen 
enthielt, wurde auch RNA aus unstimulierten und wie zuvor stimulierten HUVEC, und 
zum Vergleich aus humanen Lungenzellen zweier Spender isoliert, in cDNA 
umgeschrieben und in Light Cycler Analysen eingesetzt (Abb. 18B). Aufgrund der 
vergleichbaren Ergebnisse beider Primerpaare in der vorherigen Untersuchung 
wurde in weiteren Analysen nur ein Primerpaar eingesetzt, wobei ohne erkennbaren 
Vorteil das Primerpaar RAqu_2 gewählt wurde. Die mRNA Expressionslevel wurden 
auf die Expression des Haushaltsgens GAPDH normalisiert. Wieder wurde ein sehr 
hohes Expressionslevel in Lungenzellen erreicht, während im Gegensatz dazu 
HUVEC nahezu keine RAGE mRNA aufwiesen. Dies traf auch dann zu, wenn RNA 
aus Zellen isoliert wurde, die zuvor mit CML und IFN inkubiert wurden, was laut 




Abbildung 18. Expression von RAGE in unterschiedlichen Geweben und Zelltypen ermittelt 
durch „real time“ RT-PCR. (A) Für den quantitativen Vergleich der RAGE mRNA Expression in 16 
Geweben gesunder Spender wurden zwei RAGE-spezifische Primer-Paare verwendet. Der RAqu_2-
(schwarz) Vorwärtsprimer bindet in Exon 7, der Rückwärtsprimer in Exon 9, der RAqu_3- (weiß) 
Vorwärtsprimer bindet in Exon 1, der Rückwärtsprimer in Exon 3 der RAGE-Sequenz. Die cDNAs 
stammten jeweils von mehreren Spendern und waren komplett gegen fünf Haushaltsgene normalisiert 
(siehe Material und Methoden). (B) Das Primer-Paar RAqu_2 wurde weiterhin für die Untersuchung 
der RAGE-Expression in kultivierten Alveolarzellen von zwei Spendern im Vergleich zur 
Expressionsstärke in HUVEC eingesetzt. HUVEC wurden entweder unbehandelt kultiviert oder 24 h 
mit CML (100 µg/ ml) und IFN (10ng/ ml) stimuliert, bevor die RNA isoliert wurde. (C) Ebenfalls mit 
dem RAqu_2 Primerpaar wurde die Expression von RAGE in gesundem und entzündetem Gewebe 
von vier verschiedenen Spendern mit M.Crohn untersucht. Die cDNAs wurden dankenswerterweise 
von PD Dr. H. Diepolder (Medizinische Klinik II, Klinikum Großhadern, LMU München) bereitgestellt. In 
(B) und (C) wurden die Transkriptmengen von RAGE mit den Transkriptmengen von GAPDH in 2 µl 
cDNA verglichen.
Die Mittelwerte von jeweils zwei unabhängigen Experimenten und die mittlere Standardabweichung 






RAGE wird eine zentrale Rolle in Entzündungsprozessen zugesprochen (Schmidt et 
al. 2001). Insbesondere bei chronisch inflammatorischen Erkrankungen wurde 
oftmals ein entzündungsverstärkender Effekt von RAGE festgestellt, der auf eine 
Hochregulation des Rezeptors nach Liganden-Interaktion in betroffenen Geweben 
zurückgeführt wurde. Unter Anderem in Darmgewebe von Morbus Crohn-Patienten 
wurde eine erhöhte Expression von RAGE in entzündetem Gewebe im Vergleich zu 
gesundem Gewebe beschrieben (Thiele 2000). In der vorliegenden Arbeit wurde 
daher zusätzlich zu der Untersuchung der gesunden Gewebe, die RAGE-Expression 
auf mRNA-Ebene in cDNA-Proben, die aus Darmgewebe von Patienten mit M. Crohn 
erhalten wurden, quantitativ bestimmt. Im Vergleich zu der hohen Expression in 
isolierten Lungenzellen trat unabhängig davon, ob die cDNA aus gesundem oder 
entzündetem Gewebe gewonnen wurde, eine 10- bis 30-fach niedrigere Expression 
in den cDNA-Proben des Darmgewebes auf.
Die bisherigen Schwierigkeiten in dieser Arbeit, RAGE-Protein in Zellen zu 
detektieren, und die Beschreibung einer deutlichen Expression von RAGE Protein 
bei nur in geringen Mengen nachweisbaren RAGE mRNA in den meisten Geweben 
(Brett et al. 1993), ließen es notwendig erscheinen, RAGE-Protein in Lungengewebe 
zu untersuchen, um zu prüfen ob die hohen mRNA Expressionslevel mit hoher 
RAGE-Protein-Expression korrelierten. Hierfür wurden Lysate aus gesundem, 
humanem Lungengewebe hergestellt und in Western Blot Analysen mit Hilfe des 
mAk 9A11 und im Vergleich zu einem polyklonalen anti-RAGE-Ziegenserum 
analysiert. Als Positiv-Kontrolle wurden Lysate von HEK293 flRAGE Zellen, als 
Negativ-Kontrolle von HEK293 wt Zellen mitgeführt (Abb. 19). 
Beide anti-RAGE-Antikörper, sowohl der monoklonale, wie auch der polyklonale, 
erkannten eine spezifische Bande bei ~55 kD in dem Lungenlysat, die der Höhe der 
Bande der flRAGE-transfizierten Zelllysate entsprach, während HEK293 wt Zellen 
keine Reaktivität zeigten. Nachdem bis dahin in dieser Arbeit der Rezeptor nur in 
transfizierten, RAGE-überexprimierenden Zellen detektiert werden konnte, konnte 




Abbildung 19. Expression von RAGE-Protein in Lungengewebe ermittelt durch Western Blot. 
Spuren 1 und 4: 50 µg Lysat von HEK293 flRAGE Zellen; Spuren 2 und 5: 50 µg Lysat von HEK293 
wt Zellen; Spuren 3 und 6: 60 µg Lysat von gesundem humanem Lungengewebe. Nach dem Blotten 
wurden Spuren 1–3 mit einem polyklonalen Ziege-anti-RAGE-Antiserum (großzügige Gabe von Dr. 
M.A. Shearman, Merck; Sharp and Dome, Essex, UK: 1:10000) und Spuren 4–6 mit dem mAk 9A11 
analysiert. Als Sekundärantikörper dienten HRP-konjugierte Kaninchen-anti-Ziege-, bzw. Kaninchen-
anti-Maus-Antikörper (beides Dako; 1:1000). 
Die Expression in Lunge war schon in der Literatur beschrieben, tatsächlich wurde 
RAGE ursprünglich aus Lunge, als einem besonders endothelreichem Gewebe 
isoliert (Schmidt et al. 1992). Um so überraschender war der Befund, dass in den 
untersuchten Endothelzellen weder RAGE mRNA noch RAGE-Protein detektiert 
werden konnte. Die fast selektive und sehr starke Expression in der Lunge führten zu 
der Frage nach der zellulären Lokalisation von RAGE in Lungengewebe und ebenso 
nach einer physiologischen Funktion an diesem Ort, über die in der Literatur bislang 
keine Daten vorliegen. 
3.12 Zelluläre Lokalisation von RAGE in der Lunge
Die RAGE-exprimierenden Zelltypen in der Lunge sind derzeit noch nicht eindeutig 
definiert. Wie bereits geschildert, wurde RAGE ursprünglich aus Lungengewebe 
isoliert, da dieses als Endothelzell-reich gilt. Spätere Studien dagegen beschrieben 
die RAGE-Expression auf Epithelzellen der Lunge, wobei einerseits AT I Zellen 
(siehe S. 15, Einleitung) (Dahlin et al. 2004; Fehrenbach et al. 1998; Shirasawa et al. 
2004), andererseits AT II Zellen als RAGE-positiv identifiziert wurden (Katsuoka et al. 
1997). 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der hoch spezifische mAk 9A11, der sich als 
besonders geeignet für den Nachweis von nativem RAGE an der Zelloberfläche 
erwies (Vgl. Abb. 8), in Doppel-Immunfluoreszenz-Analysen eingesetzt. 
Gefrierschnitte von gesundem, humanem Lungengewebe wurden parallel mit dem 
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mAk 9A11 und schon bekannten spezifischen Marker-Antikörpern gegen bestimmte 
Zelltypen (Kasper and Singh 1995) gefärbt (Abb. 20). Der mAk 9A11 (grüne 
Fluoreszenz) interagierte nicht mit Endothelzellen, die spezifisch durch den Marker 
Podokalyxin (rote Fluoreszenz) (Horvat et al. 1986) gefärbt wurden (Abb. 20a). Das 
in der Abbildung dargestellte bronchiale Gewebe (durch Pfeile gekennzeichnet) 
wurde durch keinen der beiden Antikörper markiert. AT II Zellen, die durch einen 
polyklonalen Antikörper gegen SP-C (rote Fluoreszenz) identifiziert wurden, waren 
vollständig negativ für RAGE (Abb. 20b). Dagegen trat eine Überlagerung der 
Fluoreszenz auf, wenn das Gewebe mit einem polyklonalen anti-Pan-Keratin-
Antikörper (rote Fluoreszenz) und dem mAk 9A11 (grüne Fluoreszenz) inkubiert 
wurde (Abb. 20c). Dieses Färbemuster deutete stark auf eine selektive Expression 
von RAGE in AT I Zellen hin.
Abbildung 20. Doppel-Immunfluoreszenzfärbungen humaner Lungengefrierschnitte. 
Gefrierschnitte von humaner Lunge wurden parallel mit dem mAk 9A11 (grüne Fluoreszenz; 
unverdünnter Hybridomüberstand) und Antikörper gegen das (a) Endothelzell-Markerprotein 
Podocalyxin (rote Fluoreszenz), (b) gegen das spezifisch von AT II Zellen synthetisierte SP-C (rote 
Fluoreszenz), bzw. (c) gegen den Epithelzellmarker Keratin (rote Fluoreszenz) gefärbt. Die Pfeile in 
(a) zeigen einen Bronchius.
Für Hinweise auf eine mögliche Funktion des Rezeptors auf diesen polarisierten 
Epithelzellen war es von Bedeutung, ob RAGE an der apikalen oder basalen 
Membran lokalisiert war. Hierfür wurden Doppelfärbungen von HOPE-fixierten 
humanen Lungenschnitten (Goldmann et al. 2003) mit dem mAk 9A11 (grüne 
Fluoreszenz) und dem rot fluoreszierenden Lektin Lycopersicon esculentum 
Agglutinin (LEA), auch Tomatenlektin genannt, durchgeführt, das spezifisch an die 
apikale Membran von AT I Zellen und an Alveolarmakrophagen bindet (Bankston et 
al. 1991), (Abb. 21a und b). 
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Abbildung 21. Immunfluoreszenz- und Immunhistochemie-Untersuchung von „HOPE“-fixierten 
Paraffinschnitten normaler humaner Lunge. Die Schnitte wurden gleichzeitig mit Lycopersicon 
esculentum Agglutinin (LEA) (rote Fluoreszenz) und dem mAk 9A11 gefärbt (a und b). Zellkerne 
wurden mit DAPI gegengefärbt (b). Der Pfeilkopf in (a) und (b) zeigt einen Alveolarmakrophagen. (c) 
Immunperoxidase-Färbung der „HOPE“-fixierten Schnitte mit dem mAk 9A11. AT I Zellen sind durch 
die Pfeilköpfe angedeutet, eine AT II Zelle, die nicht durch den mAk 9A11 gefärbt wurden, ist durch 
den Pfeil gekennzeichnet.
In Zellen, in denen die apikale und basale Membran durch den Kern getrennt sind, 
was in Abb. 21b durch die Gegenfärbung des Kerns mit DAPI demonstriert wurde, 
konnte RAGE nicht an der apikalen Membran, die durch LEA gefärbt wurde, 
nachgewiesen werden. Statt dessen markierte der mAk 9A11 selektiv die 
gegenüberliegende, basale Membran. Alveolarmakrophagen (Pfeilkopf in Abb. 21a 
und b) wurden durch LEA, nicht aber den mAk 9A11 gefärbt. Immunhistochemische 
Untersuchungen der HOPE-fixierten Schnitte zeigten ebenfalls die Färbung der 
Membran der AT I Zellen (Pfeilköpfe) mit dem mAk 9A11, während die Membranen 
der AT II Zellen (Pfeil), die durch einen runden Zellkern charakterisiert sind, ungefärbt 
blieben (Abb. 21c). 
3.13 RAGE-Expression während der Transdifferenzierung von AT II 
zu AT I Zellen
Trotz der Tatsache, dass AT I Zellen den Großteil der Alveolar-Oberfläche bedecken 
und eine entscheidende Rolle für den Gasaustausch spielen, sind sie hinsichtlich 
weiterer funktioneller Eigenschaften weniger gut charakterisiert, da bis vor kurzem 
spezifische Marker für AT I Zellen fehlten. Daraus resultierte die Schwierigkeit, AT I 
Zellen in größerer Zahl und hoher Reinheit zu isolieren. Des Weiteren stehen keine 
(humanen) immortalisierten Zelllinien für Untersuchungen zur Verfügung (Williams 
2003). Abhilfe schuf die Beobachtung, dass isolierte AT II Zellen in vitro in AT I-
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ähnliche Zellen differenzieren können (Danto et al. 1995; Forbes 2002). Während 
dieses Prozesses, der als Transdifferenzierung bezeichnet wird, durchlaufen die AT 
II Zellen innerhalb einer acht bis zehn Tage dauernden Kultivierung morphologische 
und biochemische Veränderungen, wie den Verlust von „Lamellar Bodies“ und damit 
einhergehend die Produktion von Surfactant. Dafür formen die Zellen im Laufe der 
Kultivierung konfluente Schichten, wobei sie „tight junctions“ ausbilden und hohe 
transepitheliale Resistenz (TEER) aufweisen (Elbert et al. 1999). Letztendlich 
exprimieren die Zellen mehr Typ I Zellmarker und sind durch eine vergrößerte 
Zelloberfläche mit den typischen Ausläufern charakterisiert, weshalb diese als AT I-
ähnliche Zellen bezeichnet werden (Cheek et al. 1989; Ehrhardt et al. 2004; Fuchs et
al. 2003). 
Durch die Kooperation mit C. Ehrhardt (Universität des Saarlands, Saarbrücken) bot 
sich die Möglichkeit, die RAGE-Expression in diesem in vitro Modell von humanen 
Alveolarepithelzellen (hAEpC) während der Transdifferenzierung von AT II Zellen in 
AT I-ähnliche Zellen zu verfolgen und die Beobachtung der restriktiven Expression 
auf AT I Zellen in Lungengefrierschnitten zu bestätigen. 
In ersten Experimenten wurden die Zellen nach Isolation in Kultur genommen und an 
Tag 3, 6 und 8 mit dem mAk 9A11 gefärbt (Abb. 22A). Während am dritten Tag der 
Kultur kaum RAGE auf der Zelloberfläche nachgewiesen werden konnte (Abb. 22A 
a), wurde die RAGE-Färbung an Tag 6 deutlich erkennbar (Abb. 22A b) und nahm 
bis zum Tag 8 noch an Intensität zu (Abb. 22A c). 
In einem weiteren Experiment wurde die RAGE-Expression an Tag 3 und Tag 8 mit 
weiteren etablierten Markerproteinen sowohl für AT I als auch AT II Zellen verglichen. 
Die Zellen wurden wieder mit dem mAk 9A11 und parallel mit Antikörpern gegen 
Caveolin-1 (AT I Zellen) (Campbell et al. 1999) bzw. SP-D (AT II Zellen) gefärbt (Abb. 
22B). Bis zum dritten Tag in Kultur repräsentieren laut Fuchs et al. die Zellen eher die 
AT II spezifischen Eigenschaften und die entsprechende Morphologie (Fuchs et al. 
2003). Damit korrelierend zeigten sie hier eine starke Reaktivität mit dem SP-D-
Antikörper (Abb. 22B e), wohingegen kaum RAGE (Abb. 22B a) noch Caveolin-1 
(Abb. 22B c) detektiert werden konnten. Am Tag 8 war die Färbung des SP-D fast 
komplett reduziert (Abb. 22B f), während die Reaktivität mit dem anti-Caveolin-
Antikörper (Abb. 21B d) und noch mehr mit dem mAk 9A11 (Abb. 22B b) stark erhöht 
war. Parallel dazu bildeten die Zellen in diesem späteren Kultivierungsstadium eine 
flache, fast geschlossene Zellschicht auf der Filteroberfläche verglichen mit den 
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quaderförmigen, weniger konfluenten Zellen an den früheren Tagen nach der 
Isolation. Diese Beobachtung stimmt mit der Morphologie-Beschreibung für AT I und 
AT II Zellen überein. Weiterhin bestätigte die Untersuchung der RAGE mRNA-Level 
in Zellen von zwei Spendern die fortschreitende Erhöhung der RAGE-Protein-
Expression. Quantitative PCR Analysen spiegelten den Anstieg der RAGE-
Transkripte von einem niedrigen Level an Tag 3 bis zu außerordentlich hohen 
Transkriptmengen an Tag 8 wider (Abb. 22 C). 
Die Beobachtungen der selektiven Expression in Lungengewebe und der Zelltyp-
spezifischen Lokalisation von RAGE führen zu der begründeten Annahme, dass 





Abbildung 22. RAGE-Expression in kultivierten humanen Alveolarepithelzellen (hAEpC). (A) 
Immunfluoreszenzfärbung des RAGE-Proteins (grüne Fluoreszenz) in in vitro kultivierten 
Alveolarepithelzellen unter Verwendung des mAk 9A11 an Tag 3 (a), Tag 6 (b) und Tag 8 (c). Die 
Zellkerne wurden mit PI gegengefärbt. (B) Neben der RAGE-Expression (a, b) wurde die Expression 
von Caveolin-1 (c, d) und SP-D (e, f) in hAEpC an Tag 3 (a, c, e), bzw. an Tag 8 (b, d, f) nach Aussaat 
der Zellen untersucht. Die Immunreaktivität mit den entsprechenden Antikörpern ist als grüne 
Fluoreszenz dargestellt, die Zellkerne erscheinen durch die Gegenfärbung mit PI als rote Fluoreszenz. 
(C) Analyse der RAGE-Expression in isolierten Alveolarepithelzellen im Laufe der Kultivierung mittels 
quantitativer „real time“ RT-PCR. mRNA der hAEpC von zwei gesunden Spendern wurde an Tag 3, 
Tag 6 und Tag 8 der in vitro Kultur isoliert. Hier dargestellt sind die RAGE mRNA Expressionslevel, die 
auf die Expressionslevel des Haushaltsgens GAPDH normalisiert wurden. Die Mittelwerte von jeweils 
zwei unabhängigen Experimenten und die mittlere Standardabweichung der Einzelbestimmungen 
wurden dargestellt. Die konfokale Laserscanning Mikroskopie wurde dankenswerterweise von Dr. C. 
Ehrhardt (Abteilung für Biopharmazie und Pharmazeutische Technologie, Universität des Saarlands, 
Saarbrücken; jetzt: School of Pharmacy, University of Dublin, Trinity College, Dublin, Irland) 
durchgeführt.
3.14 KGF Behandlung der hAEpC
Auch die folgenden Experimente, bei denen frisch isolierte AT II Zellen in Gegenwart 
des Mitogens „keratinocyte growth factor“ (KGF) kultiviert wurden, unterstrichen die 
Eignung von RAGE als Marker für AT I Zellen (Abb. 23). Der Wachstumsfaktor KGF 
löst die Proliferation von AT II Zellen in vivo (Ulich et al. 1994) und in vitro (Panos et 
al. 1993) aus, wodurch KGF eine Rolle in der Reparatur des Alveolarepithels nach 
Lungenverletzung beigemessen wird (Mason et al. 1996). In kultivierten AT II Zellen 
wurde gezeigt, dass KGF den Phänotyp der AT II Zellen aufrecht erhält und die 
Transdifferenzierung in AT I Zellen inhibiert, bzw. diese in in vitro kultivierten Zellen 
rückgängig machen kann (Sugahara et al. 1995; Borok et al. 1998). Die Behandlung 
der hAEpC mit KGF führte zu einer vollständigen Unterdrückung der RAGE-
Expression am Ende einer achttägigen Kultivierung (Abb. 23A a). Im Gegensatz dazu 
exprimierten die Zellen in der Abwesenheit von KGF RAGE sehr stark an der 
Oberfläche, wie Färbungen mit dem mAk 9A11 zu diesem späten Zeitpunkt 
demonstrierten (Abb. 23A b). Übereinstimmend mit der Aufrechterhaltung des AT II 
Status konnte SP-D in der Anwesenheit von KGF auch an Tag 8 noch nachgewiesen 
werden (Abb. 23A f), ohne KGF dagegen war die Produktion von SP-D vollständig 
eingestellt und nicht mehr zu detektieren (Abb. 23A e). Aquaporin-5 (AQP5), ein 
Wasserkanal, der auf der apikalen Oberfläche von AT I Zellen, nicht aber von AT II 
Zellen vorkommt (Borok et al. 1998), also als AT I Zell-Marker fungieren kann, wurde 
hoch exprimiert in den Zellen an Tag 8 ohne KGF-Behandlung gefunden (Abb. 23A 
c). KGF führte auch bei AQP5 zu einer starken Reduktion der Expression, wobei sie 
nicht vollständig blockiert wurde (Abb. 23A d). 
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Abbildung 23. RAGE-Expression in hAEpC nach der Behandlung mit KGF. (A) 
Immunfluoreszenz-Analyse von RAGE (a, b) im Vergleich zum AT I Markerprotein Aquaporin-5 (c, d) 
und dem AT II Markerprotein SP-D (e, f) an Tag 8 der Kultur in Abwesenheit (a, c, e) oder 
Anwesenheit (b, d, f) von KGF. Die Immunreaktivität mit den entsprechenden Antikörpern ist als grüne 
Fluoreszenz dargestellt, die Zellkerne sind mit PI gegengefärbt (rote Fluoreszenz). (B) Vergleich der 
RAGE mRNA Expressionslevel in hAEpC von zwei Spendern an Tag 8 der Kultur mit oder ohne KGF-
Behandlung mittels „real time“ RT PCR. Die Mittelwerte von jeweils zwei unabhängigen Experimenten 
nach der Normalisierung anhand des Haushaltsgens GAPDH und die mittlere Standardabweichung 




Die durch KGF vermittelte negative Regulation der RAGE-Expression in isolierten 
Alveolarepithelzellen konnte auch auf Transkriptebene durch „real-time“ RT-PCR 
gezeigt werden (Abb. 23B). Die RAGE-Gentranskription wurde durch KGF fast 
komplett inhibiert, während die achttägige Kultivierung ohne KGF wie schon zuvor 
beobachtet wurde, in hAEpC von zwei Spendern eine Hochregulation der RAGE-
Transkription hervorrief. 
3.15 Subzelluläre Lokalisation von RAGE in hAEpC ermittelt durch 
Immunogold-Elektronenmikroskopie
Nachdem RAGE spezifisch in isolierten transdifferenzierten AT I Zellen über 
Immunfluoreszenz nachgewiesen werden konnte, wurde nun auch die subzelluläre 
Lokalisation von RAGE in diesen Zellen in Immunogold-Elektronenmikroskopie 
Analysen untersucht (Abb. 24), da deren Ergebnis für die Planung von 
Funktionsanalysen von Bedeutung ist. 
Die Färbungen der Lungenschnitte mit dem mAk 9A11 und LEA lieferten erste 
Hinweise, dass RAGE spezifisch an der basolateralen Membran der AT I Zellen 
exprimiert ist. Allerdings konnte nur eine relativ geringe Anzahl von Zellen analysiert 
werden, die so in der Ebene des Kerns geschnitten wurden, dass die apikale und 
basale Membran zu unterscheiden waren. Die Immunmarkierung der isolierten 
hAEpC mit Goldpartikeln an Tag 8, bzw. Tag 10 der Kultur mit mAk 9A11 oder 9G7 
lieferte signifikante Signale, die sich von der Markierung mit normalem Mausserum, 
das als Kontrolle eingesetzt wurde, deutlich unterschieden. Die Goldpartikel waren in 
Regionen der basalen Membran der AT I-ähnlichen Zellen zu finden (Abb. 24A), 
wobei die Membran-Markierung diskontinuierlich auftrat und zum größten Teil fokal 
oder punktuell erschien (Abb. 24B). Einige der markierten Membranpunkte befanden 
sich in der Nähe von filamentösem Material, was nach Ansicht von Dr. M. Laue 
Intermediär-Filamente oder Mikrofilamente des Zytoskeletts darstellte (Abb. 24C). 
Diese Beobachtungen bekräftigten die in der Immunfluoreszenzanalyse von 
Lungenschnitten erhaltenen Daten. Weiterhin lieferten sie Hinweise, dass die in vitro 
kultivierten hAEp Primärzellen die Eigenschaften der Zellen in ihrer natürlichen 
Umgebung in der Lunge beibehalten.
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Abbildung 24. Immunogold-Elektronenmikroskopie der RAGE-Expression in hAEpC. Schnitte 
durch auf Filtern angewachsene AT I-ähnliche Zellen an Tag 10 (A), bzw. Tag 8 (B, C) in Kultur 
wurden mit dem anti-RAGE mAk 9A11 gefärbt. (A) Ein flacher Bereich der AT I-ähnlichen Zellen weist 
Goldpartikel an der basalen Plasmamembran (Pfeile) auf, nicht aber am apikalen Pol der Zelle, der 
durch Mikrovilli (mv) gekennzeichnet ist. (B,C) Goldpartikel an der basalen Membran. (B) Die 
Markierung ist deutlich mit der basalen Membran assoziert: Die Zellen haben eine extrazelluläre 
Matrix (em) sezerniert, die die Zellen von dem Filtersubstrat (f) trennt. (C) Einige der markierten 
Stellen sind in der Nähe von filamentösem Material lokalisiert (Pfeile). (*) Bündel von Zytoskelett-
Filamenten. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden freundlicherweise von Dr. M. Laue 
(Zentrum für Elektronenmikroskopie, Medizinische Fakultät, Universität des Saarlands, Homburg) 
durchgeführt.
3.16 Beschleunigte Adhärenz von HEK293 flRAGE auf Kollagen IV-
beschichteten Kulturschalen
Die interessante Beobachtung einer so starken und selektiven Expression von RAGE 
an der basolateralen Membran der AT I Zellen führte zu der Frage, welche 
physiologische Rolle RAGE in dieser Lokalisation ausübt. Der enge Kontakt der AT I 
Zellen mit der Alveolar-Basalmembran zusammen mit der Lektin-Domäne von RAGE 
deutete darauf hin, dass dieses Molekül an der Interaktion der Alveolarepithelzellen 
mit einer oder mehreren Komponenten der Basalmembran beteiligt sein könnte. 
Ergebnisse
81
Diese Vermutung wurde mit Hilfe der HEK293 Zellen, die mit „full length“ RAGE 
transfiziert waren (pcDNA3.1-flRAGE) sowie mit mock-transfizierten, bzw. wt Zellen 
als Negativ-Kontrollen untersucht. Zu diesem Zweck wurden HEK293 flRAGE und 
HEK293 mock Zellen zunächst in 96-well-Platten eingesät, die mit humanem 
Kollagen IV, einer der Hauptkomponenten der Alveolar-Basalmembran, beschichtet 
waren (Abb. 25). Nicht-adhärente Zellen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten der 
Kultur durch Waschen entfernt, anschließend wurde die Anzahl der haftenden Zellen 
quantitativ mit Hilfe des CCk-8 Reagenz bestimmt und auf die Anzahl der 
ursprünglich eingesäten Zellen bezogen. Wenn die Geschwindigkeit der Adhärenz so 
bestimmt wurde, zeigte sich, dass HEK293 flRAGE Zellen sich wesentlich schneller 
und in höherem Maße anhefteten als mock-transfizierte Zellen (Abb. 25A). RAGE-
transfizierte Zellen wiesen nach 30 min eine maximale Adhärenzrate von 65 % auf, 
während mock-transfizierte Zellen eine maximale Rate von 40 % innerhalb dieses 
Zeitraums erreichten. Noch deutlicher trat das unterschiedliche Adhärenzverhalten zu 
früheren Kulturzeiten hervor: während schon nach 5 min eine Adhärenz von RAGE-
transfizierten Zellen gemessen werden konnte, hefteten sich die ersten HEK293 
mock Zellen erst nach 10 min an. Zu diesem Zeitpunkt stieg der Prozentsatz der 
HEK293 flRAGE Zellen schon auf ungefähr 30 % an. Nach 15 min blieb die Hälfte 
der eingesäten RAGE-transfizierten Zellen nach den Waschschritten angeheftet, 
aber nur weniger als ein Fünftel der mock-transfizierten Zellen überstand die 
Waschschritte. Dies lässt darauf schließen, dass Membran-exprimierter RAGE 
effizient an der Adhärenz von Zellen an Kollagen-enthaltende Matrices beteiligt ist. 
Um die RAGE-Abhängigkeit dieser verstärkten Zelladhärenz zusätzlich zu beweisen, 
wurde das Adhärenz-Experiment in der Anwesenheit eines polyklonalen anti-RAGE-
Ziegenserums, bzw. eines Ziege-Normalserums, sowie dem mAk 9A11 im Vergleich 
zu einer IgG1 Isotyp-Kontrolle durchgeführt (Abb. 25B). Hierfür wurden die Zellen für 
20 min auf Eis mit den jeweiligen anti-RAGE-, bzw. Kontrollreagenzien vorinkubiert 
und in Anwesenheit dieser Reagenzien ausplattiert. Nach 13 min Inkubation wurden 




Abbildung 25. Untersuchung des Verhaltens von RAGE-exprimierenden Zellen auf Kollagen-
beschichteten Oberflächen mit Hilfe von flRAGE-Transfektanten. (A) Die Rate der Adhärenz an 
Kollagen IV-beschichtete Vertiefungen von HEK293 flRAGE Zellen (schwarz) im Vergleich zu mock-
transfizierten Zellen (schraffiert) wurde in einem Zeitkinetik-Experiment untersucht. Der Prozentsatz im 
Vergleich zu der ursprünglich ausplattierten Zellzahl ist angegeben. (B) Blockierungsstudien zeigen 
die RAGE-abhängige Adhärenz. Zellen wurden entweder unbehandelt eingesetzt (HEK293 flRAGE: 
schwarz; HEK293 mock: schraffiert), oder HEK293 flRAGE Zellen wurden mit einem polyklonalen 
Ziege-anti-RAGE Serum (schwarz) im Vergleich zu Ziege-Normalserum (weiß), bzw. mit dem 
gereinigten mAk 9A11 (weiß; 50 µg/ ml) im Vergleich zu einer IgG1 Isotypkontrolle (schwarz; 50 µg/ 
ml) vor dem Ausplattieren inkubiert. In (A) und (B) sind die Ergebnisse von Dreifachbestimmungen als 
Mittelwerte und die mittlere Standardabweichung der Einzelwerte dargestellt. Die Signifikanz wurde 
mit Hilfe des zweiseitigen Student-t-Tests ermittelt (* P < 0,05; ** P < 0,005). Je ein repräsentatives 
von drei durchgeführten Experimenten ist dargestellt.
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Die Adhärenz der RAGE-Transfektanten wurde von 37 % in Anwesenheit des Ziege-
Normalserums auf 12 % in Gegenwart des Ziege-anti-RAGE-Serums reduziert. Die 
Vorinkubation mit dem anti-RAGE mAk 9A11 verringerte die Rate der Adhärenz auf 
16 % der ausplattierten Zellen, was der Hälfte der adhärenten Zellen in Anwesenheit 
der Isotyp-Kontrolle entsprach. Unbehandelte Kontrollen der HEK293 flRAGE und 
HEK293 mock Zellen erreichten vergleichbare Adhärenzraten, von ungefähr 45 % 
bzw. 16 %, wie in dem Experiment zuvor, bei dem die Adhärenz in Abhängigkeit der 
Zeit untersucht wurde (Abb. 25A). Bemerkenswert ist die Tatsache, dass die 
verringerte Adhärenz in der Gegenwart von anti-RAGE-Reagenzien ähnlich der 
Adhärenzrate der mock-transfizierten Zellen ist, so dass man davon ausgehen kann, 
dass die RAGE-abhängige Adhärenz spezifisch inhibiert werden kann.
Diese Daten deuten stark darauf hin, dass eine Funktion von RAGE in der 
Verstärkung der Adhärenz von AT I Zellen an die Basalmembran besteht. 
3.17 Ko-Kultur von RAGE-transduzierten Suspensionszellen mit 
NHLF
Normale humane Lungenfibroblasten (NHLF), die als Primärzelllinie erhältlich sind, 
produzieren Kollagen (Lee et al. 2001). Hier sollte nun das Verhalten stabil mit 
flRAGE tranduzierter Suspensionszellen in Anwesenheit dieser Kollagen-
produzierenden Zellen untersucht werden. Die Oberflächenexpression von RAGE in 
den humanen Suspensionszellen MOLT-4, Jurkat und THP-1 wurde mittels FACS 
nachgewiesen (Abb. 26A). Wenn NHLF zusammen mit flRAGE transduzierten (pcz-
CGF.5.1-flRAGE-IRES-2EGFP), bzw. mock-transduzierten MOLT-4 Zellen kultiviert 
wurden, hefteten sich zunächst die adhärenten NHLF an die Kulturschale und 
bildeten den für Fibroblasten typischen langgestreckten Phänotyp aus. 20 h nach 
dem Ausplattieren beider Zelltypen hafteten die RAGE-exprimierenden MOLT-4 
Zellen stark an den NHLF (Abb. 26B a-c), während die mock-transduzierten Zellen 
gleichmäßig verteilt in Suspension blieben (Abb. 26C a-c). Besonders eindrucksvoll 
war dies bei einzeln liegenden NHLF zu beobachten, wobei die MOLT-4 flRAGE 
Zellen an den dünnen Ausläufern der NHLF wie an einer Schnur aufgereihte Perlen 
erschienen (Abb. 26B b und c). Das gleiche Verhalten zeigten auch die anderen 
Suspensionszelllinien Jurkat und THP-1 (nicht gezeigt), so dass diese Daten einen 
weiteren Hinweis auf die spezifische Interaktion von membranständigem RAGE mit 
dem Matrixprotein Kollagen lieferten. 
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Abbildung 26. Adhärenz-Verhalten der flRAGE-transduzierten Suspensionszellen. (A) Die 
Oberflächenexpression von RAGE der mit flRAGE-transduzierten Suspensionszelllinien MOLT-4, 
Jurkat und THP-1 wurde mittels FACS unter Verwendung des mAk 9A11 untersucht (schwarze 
Kurve). Als Negativkontrollen wurden dieselben Zelllinien mit dem entsprechenden Leervektor 
transduziert (mock) und ebenfalls mit dem mAk 9A11 gefärbt (weiße Kurven). (B) Ko-Kultur von NHLF 
und flRAGE-transduzierten MOLT-4 Zellen (a – c), bzw. mock-transduzierten MOLT-4 Zellen (d – f). 
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3.18 Interaktion von sRAGE mit Matrixproteinen
Da in Zellkultursystemen verschiedenste Moleküle in komplexen Vorgängen 
interagieren können, erscheint es schwierig, bestimmte Effekte gezielt einem Molekül 
zuzuschreiben. Für den spezifischen Nachweis der Bindung von RAGE an Kollagen 
wurden daher zusätzlich gereinigte Proteine in ELISA Untersuchungen eingesetzt. 
ELISA-Platten wurden mit Kollagen oder Fibronektin, einem weiteren Matrixprotein, 
beschichtet. Anschließend wurde die Bindung des gereinigten sRAGE mit Hilfe des 
mAk 9A11 nachgewiesen (Abb. 27B). Als Negativkontrolle wurde anstelle von 
sRAGE, PBS eingesetzt, um eine mögliche unspezifische Bindung des 
Sekundärantikörpers an die Matrixkomponenten auszuschließen, was zu einem 
falsch-positiven Ergebnis führen würde. sRAGE bindet stärker an das immobilisierte 
Kollagen als an Fibronektin. Übereinstimmend damit konnte in dem umgekehrten 
Versuch auch eine wesentlich höhere Bindung von Kollagen an immobilisierten 
sRAGE im Vergleich zu Fibronektin gemessen werden (Abb. 27A). 
Abbildung 27. Interaktion von sRAGE mit Matrixkomponenten ermittelt durch ELISA. (A) 
Vertiefungen von Mikrotiterplatten wurden entweder mit 0,5 µg/ ml sRAGE (schwarz), bzw. PBS 
(weiß) als Negativkontrolle beschichtert. Dies diente dem Nachweis der spezifischen Bindung der 
Matrixkomponenten Kollagen, bzw. Fibronektin (je 10 µg/ ml) unter Verwendung von polyklonalen 
Kaninchen-anti-Kollagen-, bzw. Kaninchen-anti-Fibronektin-Antikörpern (1:100, bzw. 1: 14000; beide 
Chemicon) und HRP-konjugiertem Ziege-anti-Kaninchen-Antikörper (1: 7500; Chemicon). 
(B) Umgekehrter Versuchsansatz durch die Beschichtung der Vertiefungen mit 20 µg/ ml Kollagen 
(schwarz) oder Fibronektin (weiß) für den Nachweis Interaktion des gereinigten sRAGE-Proteins (10 
µg/ ml) mit den Matrixkomponenten unter Verwendung des mAk 9A11 (unverdünnter 
Hybridomüberstand) und einem HRP-konjugierten Ziege-anti-Maus-Sekundärantikörpers (Dako, 1: 




Diese Daten bestätigen die vorherigen Beobachtungen der Interaktion von 
membranständigem RAGE mit Kollagen. Zusätzlich konnte eine gewisse Selektivität 
für Kollagen demonstriert werden, da keine spezifische Bindung von sRAGE mit 
einer anderen prominenten Matrixkomponente, Fibronektin, auftrat.
3.19 „Spreading“ von HEK293 flRAGE-Transfektanten auf Kollagen 
IV
Wenn HEK293–Transfektanten auf Kollagen-IV-beschichteten Deckgläschen 
ausplattiert und für einen längeren Zeitraum von 3 h inkubiert wurden, konnte die 
bemerkenswerte Beobachtung gemacht werden, dass die Expression von RAGE 
nicht nur die Geschwindigkeit der Adhärenz erhöhte, sondern auch in einem 
erheblichen Maß die Ausdehnung, das „Spreading“ der anhaftenden Zellen förderte 
(Abb. 28 a, b). Mock-transfizierte (Abb. 28e) oder wt HEK293 Zellen (Abb. 28f) 
zeigten nach der gleichen Inkubationsdauer dagegen noch einen kugelförmigen 
Phänotyp wie es für Suspensionszellen oder abgelöste Zellen typisch ist. Lediglich 
einige mock-transfizierte Zellen wiesen wenige kleine Zellfortsätze auf, die auf ein 
schwaches „Spreading“ hindeuteten. RAGE-exprimierende Zellen bildeten teilweise 
eine so flache Zellschicht, dass einzelne Zellen kaum zu differenzieren waren (Abb. 
28b). Dieser dünne Phänotyp war nur noch mittels Interferenz-Mikroskopie 
detektierbar, während mock-transfizierte oder wt Zellen noch leicht mit einem 
Phasenkontrast-Mikroskop beobachtet werden konnten. Weder RAGE-transfizierte, 
noch mock-transfizierte oder wt Zellen waren in der Lage, an unbeschichtete 
Deckgläschen zu adhärieren. Aber auch die Beschichtung mit Fibronektin oder 
Laminin führte zu keiner effizienten Adhärenz und zu keinem „Spreading“, 
unabhängig von der Oberflächenexpression von RAGE (Abb. 28c, d). Dies weist 
wiederum auf eine spezifische Interaktion von RAGE mit Kollagen-Strukturen hin, wie 
es auch zuvor im ELISA demonstriert werden konnte.
Diese Fähigkeit von RAGE, das „Spreading“ von Zellen in vitro zu induzieren und zu 
verstärken, könnte auch die physiologische Funktion von RAGE in vivo in der Lunge 
repräsentieren. Dort müssen die RAGE-exprimierenden AT I Zellen diese 
ausgestreckte Morphologie entwickeln, um einen effektiven Gasaustausch zu 




Abbildung 28. Expression von flRAGE induziert Zell-„Spreading“. HEK293 Zellen, entweder 
transfiziert mit flRAGE, mock-transfizierte oder untransfizierte wt Zellen, wurden auf unterschiedlich 
beschichtete Deckgläschen ausplattiert und für 3 h bei 37°C inkubiert, bevor sie lebend mittels 
Interferenz-Kontrastmikroskopie analysiert wurden. (a und b) HEK293 flRAGE auf Kollagen IV-
beschichteten Deckgläschen; (c) HEK293 flRAGE auf Laminin- und (d) auf Fibronektin-beschichteten 
Deckgläschen; (e) HEK293 mock und (f) HEK293 wt Zellen auf Kollagen IV-beschichteten 
Deckgläschen. 




Diese Arbeit sollte zur Aufklärung der physiologischen Expression und Funktion von 
RAGE beitragen. 
Hierfür wurden erfolgreich Werkzeuge generiert, mit denen die Funktion des 
Rezeptors RAGE außerhalb der vielfältig beschriebenen pathologischen Situationen 
analysiert werden konnte. Neben der Herstellung verschiedener RAGE-Konstrukte 
und deren Produkte für den Einsatz in Funktionsanalysen, dienten die drei 
hochspezifischen monoklonalen Antikörper, mit denen natives RAGE auf Zellen 
erkannt werden kann, der Untersuchung der Gewebe- und Zellverteilung von RAGE. 
Im Laufe der Untersuchungen wurde festgestellt, dass eine spezifische Interaktion 
von AGEs mit RAGE mit diesen Werkzeugen nicht nachzuweisen war. Des Weiteren 
erwies sich die in der Literatur beschriebene Lokalisation von RAGE auf 
verschiedenen Zellarten, insbesondere auf Endothelzellen in hochsensitiven 
Analysen als nicht nachvollziehbar. Stattdessen konnte gezeigt werden, dass RAGE 
unter physiologischen Bedingungen präferentiell in Lungengewebe hoch exprimiert 
vorkommt. Umso überraschender ist die Tatsache, dass es keinerlei Erkenntnisse 
über eine mögliche physiologische Rolle von RAGE in der Lunge gibt. Nachdem im 
weiteren Verlauf dieser Arbeit die zelluläre und subzelluläre Lokalisation in der Lunge 
eindeutig geklärt wurde, konnten mit Hilfe der stabil mit flRAGE-transfizierten Zellen 
sowie dem sRAGE auch erste Hinweise auf eine potentielle Funktion von RAGE 
gewonnen werden, die über eine spezifische Interaktion mit Matrixkomponenten die 
funktionelle Morphologie von AT I Zellen zu gewährleisten scheint.
4.1 AGE-RAGE-Bindung
4.1.1 sRAGE
RAGE wurde ursprünglich aufgrund seiner Fähigkeit, AGE-modifizierte Produkte zu 
binden, identifiziert (Schmidt et al. 1992). Struktur-Funktionsanalysen haben gezeigt, 
dass die V-Domäne des Rezeptors verantwortlich für die Ligandenbindung ist, und 
dass der intrazytoplasmatische Teil eine essentielle Rolle für die RAGE-vermittelte 
intrazelluläre Signalweiterleitung spielt (Kislinger et al. 1999; Yan et al. 1994; 
Hofmann et al. 1999; Taguchi et al. 2000). Daher war es wichtig für 
Funktionsanalysen verschiedene RAGE-Konstrukte zur Verfügung zu haben. sRAGE 
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sollte unter anderem in Festphasenbindungsassays, flRAGE in 
Zellaktivierungsstudien eingesetzt werden.
Für die Expression des sRAGE wurden HEK293 Zellen, als ein humanes Zell-
System, gewählt, um zu gewährleisten, dass posttranslationale Modifikationen in 
möglichst nativer Form durchgeführt werden. Vor allem N-verknüpfte 
Glykosilierungen sind von Bedeutung, da gezeigt wurde, dass sich zwei N-
Glykosilierungsstellen in der V-Domäne des Rezeptors befinden. Deren 
posttranslationale Modfikationen sollen an der Ligandenbindung beteiligt sein 
(Srikrishna et al. 2002). Die verwendeten HEK293 Zellen führten N-Glykosilierungen 
durch, wie mittels PNGase F-Behandlung des sRAGE bewiesen werden konnte. 
Bisher liegen keine Erkenntnisse über mögliche Unterschiede zu dem 
Glykosilierungsmuster des häufig in der Literatur beschriebenen Insektenzellsystems 
und dadurch bedingte Auswirkungen vor (Hori et al. 1995; Taguchi et al. 2000; Yan 
et al. 1996; Park et al. 1998; Schmidt et al. 1995a; Wautier et al. 1996). Weiterhin 
zeichnen sich die HEK293 Zellen durch die Expression von hohen Konzentrationen 
des Fremdproteins aus (Tate et al. 2003; Bulleid et al. 2000). Es konnte eine 
erfolgreiche Reinigungsstrategie für das Protein in nativer Form etabliert werden, mit 
Hilfe derer es möglich war, sRAGE in mg-Mengen aus dem Zellkulturüberstand der 
HEK293 Zellen zu gewinnen. Dieses in reiner Form gewonnene sRAGE-Protein
diente unter Anderem für den Einsatz in Festphasenbindungsassays. Durch die 
Demonstration der spezifischen Bindung des gut charakterisierten Liganden S100B 
(Hofmann et al. 1999) konnte die Funktionalität des löslichen Rezeptors bewiesen 
werden. Des Weiteren wurde am Institut für Polymerforschung e.V. das gereinigte 
sRAGE erfolgreich an ein geeignetes Trägerpolymer gekoppelt. In ersten 
Funktionsanalysen konnte die folgende Bindung von anti-RAGE-Antikörpern über 
einen Schichtdickenzuwachs gemessen werden. Dies lieferte Hinweise auf die 
ausreichende Sensitivität und somit generelle Eignung dieses Systems als 
potentiellen „Biosensor“ für RAGE-Liganden. 
4.1.2 AGE-Modifikationen
Die zu untersuchenden AGE-Liganden wurden von dem Projektpartner des Instituts 
für Lebensmittelchemie zur Verfügung gestellt. Der wichtigste Unterschied unserer 
Studie zu den zahlreichen Untersuchungen der AGE-RAGE-Interaktion bestand in 
der Tatsache, dass die hier verwendeten unterschiedlichen AGE-Modifikationen 
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genau definiert und reproduzierbar waren (vgl. Tabelle 4). Bis jetzt waren keine 
standardisierten Protokolle für die AGE-Herstellung und ebenso für die 
Charakterisierung verfügbar. Die Methoden wichen schon in Grundbedingungen wie 
Pufferzusammensetzung, Inkubationszeit und –temperatur voneinander ab: Die 
meisten Wissenschaftler setzten BSA als Ausgangsmaterial ein, das mit 
unterschiedlichen Konzentrationen von Glukose oder Glukose-6-Phosphat 
unterschiedlich lang (3-12 Wochen) bei variierenden Temperaturen inkubiert wurde 
(Makita et al. 1992; Yang et al. 1991; Schmidt et al. 1992; Yamagishi et al. 1997; 
Tanaka et al. 2000). So entstandene Produkte wurden generell als AGEs bezeichnet, 
wobei die Zusammensetzung und der Grad der Modifizierung nicht bekannt oder 
spezifiziert waren (Hui et al. 2001; Valencia et al. 2004c). Nachdem CML als 
bedeutendste Modifikation innerhalb der heterogenen Gruppe der AGEs in vivo
identifiziert wurde (Kislinger et al. 1999), wurden Protokolle zur in vitro Herstellung 
durch Inkubation von verschiedenen Ausgangsproteinen mit Methylglyoxal entwickelt 
(Anderson et al. 1999). Auch hier wurden keine einheitlichen Methoden befolgt, so 
dass ein Vergleich der bisher erlangten Daten zur AGE-Rezeptor-Interaktion schwer 
möglich ist, und auch die Interpretation der Ergebnisse kritisch betrachtet werden 
muss. 
4.1.3 Interaktion von sRAGE mit AGEs
Aus den oben genannten Gründen wurden für die Etablierung von Bindungsassays 
mit dem in HEK293 generierten sRAGE unterschiedlich stark derivatisierte CML-
BSA, MG-BSA eingesetzt, die durch am Institut für Lebensmittelchemie entwickelte 
Methoden hergestellt und charakterisiert wurden (Henle 2001; Henle and Bachmann 
1996; Sommer 2003). Weiterhin wurde ein kommerziell erhältliches, nicht definiertes, 
glykiertes BSA (Sigma) im Vergleich zum Ausgangs-BSA verwendet. Der Nachweis 
der modifizierten Proben erfolgte nicht wie in vielen beschriebenen Studien durch 
eine radioaktive Markierung (Miyata et al. 1996; Neeper et al. 1992; Schmidt et al. 
1993; Schmidt et al. 1992), sondern durch eine Digoxigenin-Markierung in 
Verbindung mit einem anti-Digoxigenin-Antikörper. Dieses System stellt bei 
geringfügig niedrigerer Sensitivität gegenüber der radioaktiven Markierung eine 
kostengünstigere und weniger Gesundheits-gefährdende Alternative dar. In der 
ersten Durchführung des Versuchs konnte eine erhöhte Bindung von CMLmax an 
immobilisiertes sRAGE im Vergleich zu den übrigen Proben gemessen werden, die 
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mit gleicher Stärke wie nicht-modifiziertes BSA banden. Von einer spezifischen 
Interaktion des CMLmax mit sRAGE konnte dennoch nicht ausgegangen werden, da 
trotz identischer Blockierung eine noch höhere Bindung zu der unbeschichteten 
Oberfläche der Mikrotiterplatte bestand. Bei mehrfachen Wiederholungen dieses 
Experiments mit CML als Liganden konnten keine einheitlichen, reproduzierbaren 
Ergebnisse erreicht werden. In einem weiteren Versuchsansatz, bei dem sRAGE 
nicht an Plastikoberflächen immobilisert wurde, sondern über den C-terminalen His6-
Tag an Nickelagarose gebunden wurde, sollte die Wahrscheinlichkeit für eine 
unspezifische Bindung der AGE-Proben infolge einer Denaturierung des sRAGE 
während des Beschichtens vermindert werden. Auch hier war kein Unterschied in der 
Bindung des nicht modifizierten BSA im Vergleich zu den modifizierten Proben zu 
erkennen. Um eine spezifische Bindung zu erreichen, wurden in dieser Arbeit die 
Bindungsstudien mit verschiedenen Modifikationen durchgeführt. Unter Anderem 
wurden neben BSA diverse Blockierungsreagenzien, wie z.B. Milchpulver eingesetzt, 
jedoch konnten dadurch keine anderen Ergebnisse erzielt werden. Darüber hinaus 
veranlasste die unspezifische Bindung der AGE-BSA-Proben an RAGE den Einsatz 
eines weiteren Ausgangsmoleküls, Lactoglobulin, für die Modifizierungen. Beim 
Einsatz in Bindungsexperimenten konnte zwar die unspezifische Bindung tatsächlich 
verringert werden, allerdings blieb auch eine Bindung an sRAGE weitestgehend aus 
(nicht gezeigt).
Bei den in der Literatur beschriebenen Experimenten wurde eine spezifische Bindung 
des 125I-AGE an immobilisiertes RAGE meist durch die Reduktion der gebundenen 
Radioaktivität in Anwesenheit von unmarkiertem, „kaltem“ AGE im Überschuss 
bestimmt (Miyata et al. 1996; Neeper et al. 1992; Schmidt et al. 1992). In den 
Festphasenbindungsassays wurden jedoch selten die notwendigen 
Kontrollbestimmungen gezeigt. Wenn doch eine Titrierung des immobilisierten AGE-
bindenden Proteins (aus bovinen Zellextrakten gewonnen, oder rekombinante 
Herstellung im Baculovirus-System) unternommen wurde, blieb der direkte Vergleich 
der Bindung von nicht-modifiziertem gegenüber modifizierten BSA größtenteils aus, 
so dass falsch-positive Ergebnisse nicht eindeutig ausgeschlossen werden können. 
4.1.4 Bindung von AGEs an flRAGE
Neben Bindungsassays mit dem gereinigten sRAGE-Protein, wurde auch die 
Bindung von AGEs an RAGE-exprimierende Zellen analysiert. Solche 
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Zellbindungsstudien wurden von anderen Gruppen bisher meist mit Endothelzellen 
durchgeführt. Es wurden jedoch auch weitere Zellen, wie z.B. mononukleäre 
Phagozyten auf ihre Fähigkeit, AGE-modifizierte Proteine über RAGE zu binden, 
untersucht (Esposito et al. 1989; Schmidt et al. 1993; Schmidt et al. 1992; Miyata et 
al. 1996). In diesen Studien wurde die Expression von RAGE meist nicht direkt 
nachgewiesen, so dass auch andere Oberflächenmoleküle, wie etwa Scavenger-
Rezeptoren, an der Bindung beteiligt gewesen sein könnten. Dass die Bindung von 
RAGE abhängt, wurde aus der Blockade in Anwesenheit von sRAGE abgeleitet. Um 
reproduzierbare experimentelle Ausgangsbedingungen zu gewährleisten, wurde in 
der vorliegenden Arbeit ein artifizielles Zellkultursystem angewandt, bei dem HEK293 
Zellen stabil mit flRAGE transfiziert wurden. Einerseits konnte damit eine hohe 
Expressionsdichte von RAGE auf der Zelloberfläche erreicht werden, zum Anderen 
konnte auf diese Weise die Bindung AGE-modifizierter Proben an RAGE-
exprimierende Zellen direkt mit RAGE-negativen wt oder mock-transfizierten Zellen 
verglichen werden. Weder über eine Digoxigenin-Markierung noch über eine FITC-
Markierung der AGEs, wie sie von Collison et al. beschrieben wurde (Collison et al. 
2002), ließ sich eine spezifische Zelloberflächenbindung nachweisen. Um alle 
experimentellen Möglichkeiten auszuschöpfen, wurde eine radioaktive Markierung 
über Iodobeads (Pierce; Bonn, Deutschland) von BSA und CML-BSA durchgeführt 
und die Bindung der 125I-markierten Proben an HEK293 flRAGE und HEK293 wt 
Zellen in einem Standard-Filterassay bestimmt (nicht gezeigt). Trotz der höheren 
Sensitivität im Vergleich zur DIG- oder FITC-Markierung wurde keine spezifische 
Bindung der CML-modifizierten Probe an HEK293 flRAGE Zellen gefunden. Beide 
Proben zeigten eine ähnliche Bindung sowohl zu HEK293 flRAGE als auch zu 
HEK293 wt Zellen. 
4.1.5 AGE-bedingte Zellaktivierung
Die negativen Ergebnisse der Bindungsstudien korrelierten mit Befunden, die in den 
Untersuchungen zur NFB-Aktivierung durch AGE-RAGE-Interaktion erhalten 
wurden. Die RAGE-transfizierten HEK293 Zellen wurden nur durch Inkubation mit 
TNF, nicht aber mit AGE-BSA oder CML-BSA aktiviert. Es kann spekuliert werden, 
dass in diesem artifiziellen Zellkultursystem eventuell benötigte Ko-Faktoren, die in 
nativ RAGE-exprimierenden Zellen vorhanden sein mögen, fehlen. Bis jetzt sind 
allerdings derartige Ko-Faktoren nicht bekannt. Der Befund von Schmidt et al., dass 
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RAGE in einem Komplex mit einem Lactoferrin-ähnlichen Protein (LF-L) auftritt 
(Schmidt et al. 1994c) wurde von den Autoren nicht weiter verfolgt, nachdem kein 
Einfluss auf die Bindung von AGEs an RAGE durch LF-L festgestellt wurde. 
Der Mechanismus der Zellaktivierung über NFB wird in diversen pathologischen 
Situationen, vor allem bei chronischen Krankheiten wie der Artherosklerose, der 
Amyloidose und dem Diabetes (Yan et al. 2000; Schmidt et al. 1999; Wautier et al. 
1996; Abel et al. 1995) für die Verschlechterung des Gesundheitszustands 
verantwortlich gemacht, da die für die Homöostase der Zelle erwünschte rasche 
Inaktivierung von NFB bei der AGE-RAGE-vermittelten Induktion des NFB nicht 
stattfindet. Die resultierende, untypisch lang anhaltende Aktivierung des NFB soll 
letztendlich zu zellulärer Dysfunktion führen (Baeuerle and Henkel 1994; Bierhaus et 
al. 2001; Alkalay et al. 1995). Bei den von Bierhaus et al. beschriebenen NFB-
Aktivierungsstudien wurden bovine Aorta-Endothelzellen nach der Stimulation mit 
modifiziertem BSA mittels EMSA untersucht. Die gemessene Aktivierung der Zellen, 
die auch noch nach sechs Tagen Inkubation demonstriert werden konnte, ließ sich in 
Anwesenheit von sRAGE unterdrücken, wodurch auch hier nur ein indirekter 
Nachweis der Abhängigkeit von RAGE erbracht wurde. Neben zahlreichen weiteren 
Studien, in denen NFB als Maß der AGE-RAGE-vermittelten Zellaktivierung 
gemessen wurde (Tanaka et al. 2000; Wautier et al. 1994; Kislinger et al. 1999), 
wurde in anderen Studien auch die Gentranskription bzw. folgende 
Proteinexpression als Konsequenz der NFB Translokation in den Kern untersucht. 
Die Hochregulation von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6 (Schmidt et al. 
1994a), und Gewebsfaktor (TF) (Bierhaus et al. 1997; Esposito et al. 1989; 
Yamagishi et al. 1998), aber vor allem auch die vermehrte Expression von 
Adhäsionsmolekülen wie VCAM-1 (Boulanger et al. 2002; Schmidt et al. 1995a; 
Basta et al. 2002) deuteten auf eine Rolle von RAGE in der Endothelzell-Aktivierung 
hin und ließen ihn als wichtigen Entzündungsmediator erscheinen. Erwähnenswert ist 
jedoch, dass bei diesen Untersuchungen die RAGE-Abhängigkeit meist nur indirekt 
durch eine teilweise Blockade der Effekte in Gegenwart von sRAGE oder anti-RAGE-
Reagenzien demonstriert wurde. Studien von Valencia et al. hingegen widerlegen 
den Befund der AGE-vermittelten VCAM-1 Expression in Endothelzellen (Valencia et 
al. 2004b). In weiteren Untersuchungen in in vitro und in vivo Modellen stellen die 
Autoren generell in Frage, dass die Bindung von AGEs an RAGE zu Zellaktivierung 
oder Entzündung führt, da bei der Verwendung von Endotoxin-freien AGE-Proben im 
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Gegensatz zu LPS-kontaminierten Proben, die als Kontrolle untersucht wurden, 
keine Aktivierung der Zellen festgestellt wurde (Valencia et al. 2004a). Der Befund, 
dass Endotoxin-freie AGE-Proben keinen Einfluss auf die Zellaktivierung haben, 
könnte auch die Ergebnisse der in dieser Arbeit dargestellten Experimente erklären, 
da die vom Institut für Lebensmittelchemie zur Verfügung gestellten Proben unter 
Endotoxin-freien Bedingungen hergestellt wurden. 
4.1.6 Kritik an der AGE/ RAGE-Hypothese
Die Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen zur AGE-RAGE-
Interaktion begründen Zweifel an der Eignung des sRAGE für die Generierung eines 
Biosensors für AGEs, da noch nicht eindeutig geklärt ist, welche Bedeutung RAGE 
als spezifischem Rezeptor für AGEs zukommt. Neben Valencia et al. äußern andere 
Arbeitsgruppen ebenfalls, Schwierigkeiten zu haben, sowohl das RAGE-Protein in 
unterschiedlichen Zelltypen nachzuweisen, als auch die AGE-RAGE-vermittelte 
Induktion der Zellaktivierung zu zeigen (persönliche Mitteilung von Prof. A. Simm, 
Halle). Auch von Paul Thornalley wird die Rolle von RAGE als spezifischem Rezeptor 
für AGE, vor allem in Bezug auf die Alzheimer Krankheit kritisch diskutiert (Yan et al. 
1996; Liu et al. 1997; Thornalley 2002a). Er hebt darauf ab, dass in den meisten 
Experimenten AGE-Protein-Liganden verwendet wurden, die viel höhere AGE-
Derivatisierungen aufwiesen als in vivo vorkommende, und dass im Allgemeinen die 
AGE-Epitope und AGE-Protein-Liganden nicht charakterisiert wurden (Thornalley 
1998). Schließlich gibt er zu bedenken, dass in manchen Fällen keine spezifische 
Bindung der AGE-Proteine gezeigt werden konnte (Shaw and Crabbe 1994). 
Die Kritik an der AGE/ RAGE-Hypothese soll hier durch ein Zitat von Paul Thornalley 
zusammengefasst werden: „The AGE/ AGE receptor hypothesis has its critics and 
investigators planning to entry this field should be aware of them. Only by 
understanding the weaknesses of this hypothesis will we eventually be able to 
recognise its true worth.“ (Thornalley 2002b).
Es scheint notwendig, die physikochemischen Bedingungen für die AGE-Rezeptor-
Bindung genauer verstehen zu lernen, um beurteilen zu können, ob RAGE in AGE-
vermittelten pathologischen Zuständen überhaupt eine Rolle spielt (Valencia et al. 




Für RAGE wird eine ungewöhnlich breite Gewebe- und Zellverteilung beschrieben. 
Gerade in Bezug auf die diversen pathologischen Situationen, in denen RAGE eine 
wichtige Mediatorfunktion zugesprochen wird, ist es erstaunlich, dass der Rezeptor 
nicht während der Evolution eliminiert oder aber stark verändert wurde. Eine 
Erklärung könnte sein, dass RAGE-vermittelte Krankheiten vor allem chronischer 
Natur sind, die erst in höherem Alter auftreten (Simm et al. 2004). Unter 
physiologischen Bedingungen wird nur eine schwache Expression von RAGE 
beschrieben, pathologische Bedingungen, wie zum Beispiel die Ablagerung von 
AGEs im Gewebe bei Diabetes, die Anhäufung von Amyloid während der Alzheimer 
Krankheit und die dauerhafte Anwesenheit von S100/ Calgranulinen während 
chronischer Entzündungsreaktionen, sollen die Rezeptor-Expression erst induzieren 
(Schmidt et al. 2001). Eine Ausnahme stellt gesundes Lungengewebe dar, das in 
Untersuchungen von Brett et al. (1993) eine hohe Anzahl von RAGE-Transkripten 
aufwies. Bei den meisten – auch neueren – Studien bezieht man sich noch immer auf 
diese Beschreibung der RAGE-Gewebeverteilung, in der das RAGE-Protein mit Hilfe 
von polyklonalen anti-RAGE-Reagenzien nachgewiesen wurde und vor allem 
Endothelzellen zugeschrieben wurde (Brett et al. 1993). Nach wie vor werden 
hauptsächlich polyklonale anti-RAGE-Antikörper eingesetzt, was auf das Fehlen 
geeigneter monoklonaler Antikörper zurückzuführen ist (Hori et al. 1995; Renard et 
al. 1997; Schmidt et al. 1993; Wautier et al. 1996). 
4.2.1 RAGE-Protein
In der vorliegenden Arbeit konnten drei hochspezifische monoklonale Antikörper 
generiert werden, die sich als besonders geeignet erwiesen, natives RAGE an der 
Oberfläche von Zellen nachzuweisen. Darüber hinaus erkennen sie RAGE auch in 
Lysaten von RAGE-exprimierenden Zellen bzw. Geweben und sRAGE im Western 
Blot sowie immobiliserten sRAGE im ELISA. Mit Hilfe dieser Antikörper, bzw. einem 
dieser Antikörper, mAk 9A11, der in den gezeigten Studien vorrangig eingesetzt 
wurde, konnte das RAGE-Protein direkt in Lysaten von normalem Lungengewebe 
mittels Western Blot detektiert werden. Im Gegensatz dazu konnte 
überraschenderweise in kultivierten Endothelzellen wie HUVEC und HMVEC-L, die 
allgemein als bevorzugtes Modell bei der Untersuchung von RAGE-vermittelten 
Dysfunktionen eingesetzt werden (Wautier et al. 1996; Schmidt et al. 1995a; 
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Hofmann et al. 1999; Boulanger et al. 2002), RAGE weder auf Transkript- noch auf 
Proteinebene nachgewiesen werden. Dies traf auch dann zu, wenn die Zellen mit 
CML und IFN stimuliert wurden, Bedingungen, die die Hochregulation des 
Rezeptors über einen positiven Rückkoppelungsmechanismus bewirken sollen 
(Hudson et al. 2003; Kislinger et al. 1999; Tanaka et al. 2000). Eine Erklärung für 
diese Diskrepanz könnte die Tatsache liefern, dass die in diesen Modellen 
beobachteten Effekte häufig nur indirekt auf RAGE zurückgeführt werden konnten, 
zum Beispiel dadurch, dass eine Blockade in Anwesenheit von sRAGE erreicht 
wurde (Hudson et al. 2003; Stern et al. 2002; Wautier et al. 1996). Da RAGE in den 
unterschiedlichsten Zelltypen beschrieben wurde, wurden mit Hilfe des mAk 9A11 
weitere frisch isolierte Zellarten, sowie Zelllinien in FACS-Analysen und im Western 
Blot untersucht. Unterschiedlich isolierte und kultivierte Monozyten, dendritische 
Zellen, aber auch T- und B-Lymphozyten sowie NK-Zellen (hier nicht gezeigt), kurz 
alle peripheren Blut-mononukleären Zellen (PBMC), sowie humane Zelllinien wie 
NHLF und L132 wurden hierbei als RAGE-negativ identifiziert. In der Arbeit nicht 
gezeigt sind die Untersuchungen von weiteren Zelllinien, wie die Monozyten-
ähnlichen Linien U937 und THP-1, die von anderen Gruppen für die Untersuchung 
von RAGE-abhängigen Reaktionen eingesetzt wurden (Basta et al. 2002; Yeh et al. 
2001) und hier ebenfalls RAGE-negativ waren. Die Diskrepanz zwischen den 
Befunden der RAGE-Verteilung könnte auf der Verwendung unterschiedlicher 
Nachweissysteme beruhen. Die Ergebnisse, die mit Hilfe der neu generierten 
monoklonalen Antikörper erhalten wurden, könnten noch durch Herstellung und 
Einsatz polyklonaler Seren, wie sie von anderen Gruppen verwendet werden, 
bestätigt werden. Teilweise wurde dies in Western Blot Untersuchungen bereits 
durchgeführt. Eine weitere Möglichkeit bietet die Untersuchung der RAGE-
Transkripte in unterschiedlichen Zellen und Geweben, auch wenn keine zwingende 
Korrelation von Transkript- und Proteinmenge auftreten muss.
4.2.2 RAGE-Transkripte
Eine Bestätigung der bisherigen Daten lieferte die erste beschriebene quantitative 
Bestimmung der RAGE Transkripte in cDNAs aus 16 gesunden Geweben 
zusammengefasster Spender mittels der hochsensitiven quantitativen „real time“ RT-
PCR-Methode. Damit wurden hohe Expressionslevel nur in Lungengewebe 
nachgewiesen, verglichen mit niedrigen und fast vernachlässigbaren Werten in allen 
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anderen analysierten Geweben und Zellen. Dieses Ergebnis widerspricht der 
Aussage, dass RAGE in einer Vielzahl von Geweben exprimiert wird und stellt die 
potentielle Relevanz der AGE-RAGE-Interaktion für die Beeinflussung der 
Gefäßeigenschaften, sowie für die Nerven- und Herzfunktion insbesondere während 
Diabetes aber auch des normalen Alterungsprozesses (Brett et al. 1993) erneut in 
Frage. Um mehr Erkenntnisse über die in der Literatur hervorgehobene Rolle von 
RAGE bei Entzündungsreaktionen zu gewinnen, wurden im Rahmen einer 
Kooperation mit PD Dr. H. Diepolder (Medizinische Klinik II, Klinikum Großhadern, 
LMU München) Proben aus entzündetem Darmgewebe von an M. Crohn erkrankten 
Patienten gesammelt, und die Expression von RAGE im Vergleich zu gesundem 
Gewebe derselben Spender untersucht. Bemerkenswerterweise wurde dabei im 
Gegensatz zu den Befunden anderer Gruppen (Thiele 2000) keine Korrelation in der 
Erhöhung der Expression mit entzündetem Gewebe festgestellt. Zusätzlich lieferten 
die Ergebnisse der Untersuchungen von HUVEC, die unter proinflammatorischen 
Bedingungen kultiviert wurden, weitere eindeutige Hinweise, dass der Befund einer 
erhöhten RAGE-Expression während Entzündungsreaktionen kritisch hinterfragt 
werden muss. 
4.3 Zelluläre und subzelluläre Lokalisation von RAGE in der 
Lunge
4.3.1 Lungengefrierschnitte
Die hohe Expressionsstärke von RAGE in der Lunge wurde damit erklärt, dass sie 
ein Endothel-reiches Gewebe darstellt (Schmidt et al. 1992). Im Gegensatz dazu 
konnte in der vorliegenden Arbeit durch Einsatz der neuen monoklonalen anti-RAGE-
Antikörper zusammen mit weiteren Zelltyp-spezifischen Markerantikörpern (Kasper 
and Singh 1995) die RAGE-Expression selektiv auf den terminal differenzierten AT I 
Zellen in humanen Lungen-Gefrierschnitten gezeigt werden. Dieser Befund bestätigt 
indirekt die negativen Befunde der RAGE-Expression in HUVEC und HMVEC-L. Von 
anderen Gruppen wurde eine identische Lokalisation vor allem in Lungengewebe von 
Ratten beschrieben (Fehrenbach et al. 1998; Shirasawa et al. 2004). In diesen 
Studien wurden polyklonale anti-RAGE-Seren verwendet, um das RAGE-Protein zu 
detektieren. In einer weiteren Studie wurden mittels Gen-Chip-Analysen differentiell 
exprimierte Gene in AT I und AT II Zellen identifiziert, wobei unter Anderem RAGE 
AT I Zellen zugeordnet werden konnte (Dahlin et al. 2004). Im Gegensatz dazu 
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wurden in einer früheren Studie RAGE-Transkripte mittels in situ Hybridisierung, bzw. 
mittels RNA Blot-Analysen in isolierten Rattenzellen nur in AT II, nicht aber in AT I 
Zellen detektiert (Katsuoka et al. 1997). Obwohl die Isolation und in vitro Kultivierung 
von AT II Zellen unter bestimmten Bedingungen zu Zelltransformation führen, was in 
veränderten Expressionsmustern resultieren kann (Danto et al. 1995; Ehrhardt et al. 
2004), lässt sich diese Diskrepanz der RAGE-Lokalisation nicht eindeutig klären. 
4.3.2 Isolierte hAEpC
In dieser Arbeit erwies sich das etablierte, humane in vitro Transdifferenzierungs-
Modell (Elbert et al. 1999; Fuchs et al. 2003) als besonders geeignet, um die 
Expression von RAGE in den unterschiedlichen Zelltypen AT I und AT II zu verfolgen 
und die Ergebnisse der Färbungen der Lungenschnitte zu bestätigen. Weder auf 
mRNA-Ebene mit Hilfe von quantitativer „real time“ RT-PCR, noch auf Protein-Ebene 
durch Einsatz spezifischer monoklonaler Antikörper wurde RAGE in AT II Zellen 
gefunden. Dagegen stieg die Expressionsrate mit fortschreitender Kulturdauer und 
einhergehender Differenzierung stetig an. Diese Steigerung resultierte in einer 
höheren Expression von RAGE im Vergleich zu anderen untersuchten AT-I-
Markerproteinen. Auffallend war auch, dass die RAGE-Expression in Anwesenheit 
von KGF, das die Transdifferenzierung verhindert, sogar noch stärker als der AT I-
Marker Aquaporin-5 (Borok et al. 1998) inhibiert wurde. 
In einer kürzlich veröffentlichten Studie wird darauf hingewiesen, dass die in vitro
kultivierten Zellen sich von frisch isolierten AT I Zellen unterscheiden, so dass die 
Interpretation der AT I-ähnlichen Zellen kritisch betrachtet werden sollte (Gonzalez et 
al. 2005). Allerdings wurde in dieser Untersuchung außer Acht gelassen, dass auch 
die Isolierungsprozedur zu Veränderungen der Gen- bzw. Protein-Expression führen 
kann, so dass auch die in dieser Studie untersuchten, frisch isolierte AT I Zellen sich 
von den Zellen im Gewebeverband unterscheiden können. Die Aussage, dass frisch 
isolierte und kultivierte Zellen verschiedene Phänotypen aufweisen, liefert also 
keinen Hinweis darauf, dass das in vitro Kultivierungsmodell der hAEpC ungeeignet 
für die Charakterisierung von AT I Zellen ist. In der hier dargestellten Studie 
korrelierten die Ergebnisse der in vitro kultivierten Zellen mit den Immunfärbungen 
der Lungenschnitte, so dass die Interpretation als AT I-ähnliche Zellen als durchaus 
zutreffend angesehen werden kann. Da RAGE auf keinen anderen Zellen oder in 
anderen gesunden Geweben gefunden wurde, konnte es hier als hoch spezifischer 
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Marker für humane AT I Zellen etabliert werden. Darüber hinaus konnte RAGE 
mittels Doppel-Immunfluoreszenz-Färbungen der Lungengefrierschnitte mit dem mAk 
9A11 und LEA und mittels Immunogold-Elektronenmikroskopie von kultivierten AT I-
ähnlichen Zellen selektiv an der basolateralen Membran der AT I Zellen lokalisiert 
werden. Dieser Befund ist besonders wertvoll, da die wenigen bisher bekannten 
Marker für AT I Zellen hauptsächlich apikal vorkommen (Williams 2003). Außerdem 
lieferte er einen wichtigen Hinweis für die Konzeption gezielter Analysen zur Klärung 
der Funktion von RAGE in den spezialisierten AT I Zellen.
4.4 Mögliche physiologische Funktionen von RAGE in der Lunge
Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen vielfältigen pathologischen Situationen, 
in denen RAGE eine entscheidende Rolle zugesprochen wurde, lässt die hohe und 
selektive Expression von RAGE in AT I Zellen, die auch ohne erkennbaren Stimulus 
vorhanden ist, eine physiologische Funktion von RAGE an dieser Stelle vermuten. 
Verschiedene Möglichkeiten wurden in Erwägung gezogen und teilweise untersucht:
4.4.1 Signaltransduktion
RAGE wurde als Signaltransduktionsrezeptor beschrieben (Bierhaus et al. 2001; 
Kislinger et al. 1999). Während pathophysiologisch relevante Liganden wie AGEs 
und -Amyloid durch die Bindung an RAGE zellulären oxidativen Stress auslösen 
sollen, der schließlich die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFB und dadurch 
bedingte Gentranskription bewirkt (Yan et al. 1996; Yan et al. 1994), führt die 
Interaktion von Amphoterin mit RAGE unabhängig von NFB zu Neuriten-Wachstum 
(Huttunen et al. 1999; Srikrishna et al. 2002). Je nachdem welcher Ligand an RAGE 
bindet, werden auf noch unbekannte Weise unterschiedliche vorgeschaltete 
Signalwege ausgelöst. Die Induktion von oxidativem Stress führt zur Aktivierung 
eines Ras-MAP-Kinase-Weges. Die kleinen GTPasen Rac und Cdc42 der Rho 
Familie sind dagegen in das Neuriten-Wachstum involviert (Hall 1998). Yeh et al. 
konnten die Abhängigkeit von p38 und p44/42 Mitogen-aktivierten-Kinasen (MAP-
Kinasen) in der RAGE-vermittelten NFB-Aktivierung und Zytokin-Sekretion in einer 
Monozyten Zelllinie demonstrieren (Yeh et al. 2001). Aber auch in glatten 
Muskelzellen (Satoh et al. 1997), in Ratten PC12 Zellen (Lander et al. 1997), in 
kultivierten Nierenzellen (Simm et al. 1997), in Osteoblasten (Cortizo et al. 2003) und 
in Endothelzellen (Kislinger et al. 1999) wurde eine MAP-Kinase-Aktivierung (p44/42) 
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durch RAGE-Liganden nachgewiesen. Dies zeigt, dass dieser Signalweg nicht auf 
einen bestimmten Zelltyp beschränkt ist. Obwohl keine bekannten Signalmotive oder 
Konsensus-Kinasemotive vorhanden sind, benötigen überraschenderweise alle 
durch RAGE ausgelösten Signalwege in einem ungeklärten Mechanismus den 
intrazytoplasmatischen Anteil des Rezeptors. Bei Fehlen dieser Sequenz, z.B. bei 
der dominant-negativen (DN) RAGE-Mutante, wurde gezeigt, dass keine 
Signalweiterleitung mehr erfolgt (Hofmann et al. 1999). Diese Befunde lassen 
vermuten, dass RAGE selbst nicht die Signaltransduktion vermittelt. 
Wahrscheinlicher ist eine Assoziation des Rezeptors mit 
Signaltransduktionsmolekülen in der Zellmembran. 
Bei vielen Transmembranrezeptoren der Immunglobulinklasse wird die 
Signalweiterleitung durch eine Quervernetzung nach Ligandenbindung initiiert 
(Santana et al. 1996; Sanchez-Mejorada and Rosales 1998). Um die Rolle von 
RAGE als Signalrezeptor zu untersuchen, wurde hier die Aktivierung verschiedener 
MAP-Kinasen nach der Quervernetzung mit Hilfe der monoklonalen Antikörper in 
RAGE-transfizierten HEK293 Zellen analysiert. Weder p38 (nicht gezeigt) noch 
p44/42 wurden in diesen Zellen durch monoklonale anti-RAGE-Antikörper effizient 
aktiviert. Dieses Ergebnis zusammen mit den EMSA- und ELISA-Untersuchungen, 
bei denen die NFB-Aktivierung in HEK293 flRAGE Zellen nach Inkubation mit AGE-
modifizierten Proben analysiert wurden, stellen in Frage, dass die Signalweiterleitung 
eine entscheidende Funktion von RAGE darstellt. Zweifel daran werden weiterhin 
durch die Studien von Valencia et al., die lediglich durch Endotoxin-kontaminierte 
AGE-Proben eine NFB-Aktivierung nachweisen konnten (Valencia et al. 2004a), 
sowie durch das Fehlen bekannter Signalmotive im intrazytoplasmatischen Anteil des 
Rezeptors bekräftigt. 
4.4.2 Transport
Das Alveolarepithel besteht aus den beiden spezialisierten Zelltypen AT I und AT II 
und bildet die Hauptschranke für die Absorption von Makromolekülen aus der 
Atemluft bzw. der Alveolarflüssigkeit in die pulmonale Zirkulation (Taylor and Gaar, 
Jr. 1970; Normand et al. 1971). Funktionen der AT II Zellen, wie z.B. die Synthese 
von Surfactantfaktoren und anderen Proteinen, die Fähigkeit zu proliferieren und 
weitere biologische Funktionen, sind vielfältig beschrieben. Im Gegensatz dazu blieb 
die Funktion von AT I Zellen, außer ihrer Barrierefunktion, bei biologischen 
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Prozessen lange Zeit unklar, da eine umfassende Charakterisierung dieser Zellen am 
Fehlen eindeutiger Marker scheiterte (Williams 2003). So wurden die AT I Zellen als 
Alveolen-auskleidende Zellen dargestellt, deren Hauptaufgabe darin besteht, eine 
Barriere von minimaler Dicke zu liefern, die gut durchlässig für Gase ist (Junqueira L. 
2002). Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass AT I Zellen an verschiedenen 
Transportprozessen von Flüssigkeiten und Molekülen beteiligt sind. Sie weisen die 
höchste Wasserpermeabilität aller Säugerzellen auf (Dobbs et al. 1998), wobei die 
Rolle des Wasserkanals Aquaporin-5, der in AT I Zellen, nicht aber in AT II Zellen 
exprimiert wird, noch nicht vollständig geklärt ist (Borok et al. 1998; Ma et al. 1999). 
Außerdem besitzen die Zellen Na+, K+-ATPase Aktivität und exprimieren den 
epithelialen Natriumkanal (ENaC) (Johnson et al. 2002; Ridge et al. 1997). Diese 
Eigenschaften prädestinieren die AT I Zellen für die Regulation des Volumens, der 
Zusammensetzung und der Entfernung der Alveolar-Flüssigkeit. Dass die AT I Zellen 
nicht nur eine passive Schranke bilden, zeigt auch das Vorhandensein von Caveolae 
und des zugehörigen Proteins Caveolin-1 in AT I Zellen, nicht aber in AT II Zellen 
(Newman et al. 1999; Fuchs et al. 2003). Zu den für Caveolae beschriebenen 
Funktionen gehören die Internalisierung von kleinen Molekülen oder Ionen (Anderson 
et al. 1992), der intrazelluläre Transport (Fielding and Fielding 1996) sowie die 
Vesikelbildung für die Endocytose oder Transcytose von Makromolekülen (Schnitzer 
et al. 1994). Weitere Proteintransport-Mechanismen der AT I Zellen wurden von Kim 
und Malik in einem Review zusammengefasst (Kim and Malik 2003), aus dem 
deutlich hervorgeht, dass AT I Zellen weit mehr Funktionen ausüben als ursprünglich 
angenommen, und dass diese Funktionen absolut notwendig sind, um die Alveolar-
Homöostase aufrecht zu erhalten, bzw. diese nach Lungenverletzungen möglichst 
schnell wieder herzustellen. 
Die meisten beschriebenen Transport-Prozesse laufen von der apikalen zur 
basolateralen Seite dieser polarisierten Epithelzellen ab. In dieser Arbeit sollte unter 
Anderem untersucht werden, ob RAGE, das selektiv an der basolateralen Membran 
der AT I Zellen lokalisiert wurde, an Transportprozessen von der basalen zur 
apikalen Seite beteiligt ist. Der Multiliganden-Rezeptor RAGE könnte am Transport 
einer Vielzahl möglicher Moleküle von der basolateralen Membran der AT I Zellen in 
den Alveolarraum beteiligt sein. Der RAGE-Ligand Amphoterin wurde z.B. in 
Lungengewebe detektiert (Abraham et al. 2000; Wang et al. 1999), während AGE-
modifizierte Proteine hier eine untergeordnete Rolle spielen (Schleicher et al. 1997). 
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In „pulse chase“-Experimenten (nicht gezeigt) wurde allerdings nach Quervernetzung 
des Membran-exprimierten Rezeptors in HEK293 flRAGE Zellen mit Hilfe der 
monoklonalen anti-RAGE-Antikörper keine Rezeptor-Internalisierung beobachtet, so 
dass bisher keine Hinweise auf eine mögliche Transportfunktion von RAGE erlangt 
werden konnten. Dies stimmt mit Untersuchungen überein, die zeigen, dass RAGE 
nicht als Scavenger-Rezeptor fungiert und somit nicht an der Aufnahme und dem 
möglichen transzellulären Transport von Liganden beteiligt ist (Schmidt et al. 2001). 
4.4.3 Adhäsion von immunregulatorischen Zellen
RAGE wird eine Schlüsselrolle in Entzündungsprozessen zugesprochen (Schmidt et 
al. 2001). Die Rekrutierung von Leukozyten ist ein integraler Teil solcher Prozesse 
und beinhaltet mehrere Stufen von Adhäsions- und Signalereignissen, wie unter 
anderem das Selektin-vermittelte Rollen, die Leukozyten-Aktivierung und die Integrin-
vermittelte starke Adhäsion und schließlich die Diapedese der Leukozyten am 
Entzündungsort (Springer 1994). Der genaue Mechanismus der transendothelialen 
Migration ist allerdings noch nicht vollständig geklärt (Aurrand-Lions et al. 2002). In 
einer Studie von Chavakis et al. wurde ein direkter Zusammenhang von RAGE und 
Leukozyten-Rekrutierung aufgedeckt, indem eine spezifische Interaktion von RAGE 
mit dem Leukozyten-2-Integrin Mac-1 nachgewiesen werden konnte (Chavakis et al. 
2003). RAGE soll neben dem klassischen Adhäsionsmolekül ICAM-1 (Carlos and 
Harlan 1994; Sligh, Jr. et al. 1993) als Gegenrezeptor für Integrine dienen, und so die 
Rekrutierung von Leukozyten bewirken. Dies ist vor allem in Stresssituationen oder 
bei pathologischen Bedingungen wie Diabetes von Bedeutung, also in Situationen, in 
denen die Expression von RAGE als erhöht beschrieben wurde (Schmidt et al. 2001). 
In anderen Studien wurde gezeigt, dass Amphoterin RAGE-vermittelt die Migration 
von glatten Muskelzellen (Degryse et al. 2001), aber auch von Monozyten 
(Rouhiainen et al. 2004) auslösen kann. Amphoterin tritt auch in der Lunge auf 
(Wang et al. 1999; Abraham et al. 2000), so dass man eine Rolle für RAGE als 
Zellrekrutierungsrezeptor vermuten könnte, der Amphoterin-abhängig die 
Transmigration von Immunzellen in den Alveolarraum bewirkt, um eingeatmete 
Pathogene zu bekämpfen. Bis jetzt ist, im Gegensatz zu der Integrin-abhängigen 
Transmigration durch das Endothel, der Mechanismus der Emigration von 
Monozyten in den Alveolarraum durch das Epithel kaum verstanden (Rosseau et al. 
2000). Alveolarepithelzellen könnten die gerichteten Leukozyten-Wanderung durch 
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differenzielle Expression von Adhäsionsmolekülen, wie ICAM-1, das von AT I und AT 
II Zellen exprimiert wird (Cunningham and Kirby 1995) und durch Chemokin-
Sekretion (Liu et al. 1996) beeinflussen. Ob RAGE auch hier wie oben beschrieben 
als Rezeptor für Leukozyten-Integrine eine Rolle spielt, und somit an 
Immunreaktionen in der Lunge beteiligt ist, wurde noch nicht untersucht. Eine 
Möglichkeit bieten Migrationsexperimente mit isolierten, transdifferenzierten AT I-
ähnlichen Zellen und Leukozyten in Transwell-Kammern. Für die Etablierung des 
Systems könnte man zunächst die transfizierten HEK293 flRAGE Zellen einsetzen, 
da diese unbegrenzt zur Verfügung stehen und leichter zu kultivieren sind. Ein 
weiterer Vorteil dieser Zellen liegt in der schon beschriebenen Möglichkeit, HEK293 
wt oder mock transfizierte Zellen als Negativ-Kontrolle einzusetzen und somit direkt 
Hinweise auf die RAGE-Abhängigkeit erhalten zu können.
4.4.4 Adhärenz und „Spreading“
Auch wenn die hier beschriebenen möglichen Funktionen von RAGE nicht 
vollständig ausgeschlossen werden können, legt die hier gezeigte selektive 
Expression von RAGE an der basolateralen Membran der lang gestreckten AT I 
Zellen die Vermutung nahe, dass die Interaktion mit einer oder mehreren 
Komponenten der Alveolarbasalmembran eine Hauptaufgabe von RAGE ist. Die 
Basalmembran ist eine dünne Schicht der extrazellulären Matrix (ECM). Sie übt auf 
der einen Seite eine Barrierefunktion aus, auf der anderen Seite dient sie als 
Substrat, an das Zellen adhärieren können. Interaktionen zwischen Epithelzellen und 
Komponenten der Basalmembran beeinflussen zelluläre Funktionen wie Migration, 
Proliferation und Differenzierung (Crouch EC 1996; Paulsson 1992). Die 
Hauptkomponenten der Alveolar-Basalmembran bilden Kollagen IV, Laminin, 
Fibronektin, Perlecan und Entactin (Yurchenco and O'Rear 1994; Timpl 1989; 
Dunsmore et al. 1995; Laurie et al. 1982), die teilweise von mesenchymalen Zellen 
sowie von epithelialen Zellen synthetisiert werden (Burgeson et al. 1994; Hudson et 
al. 1993; Ekblom et al. 1994). Im Bereich der Blut-Luft-Schranke zwischen 
Alveolarepithelzellen Typ I und Kapillarendothelzellen der Lungenbläschen 
verschmelzen die Basalmembranen der beiden Zelltypen zu einer gemeinsamen, 
dünnen Basalmembran, um den Gasaustausch zu erleichtern. Neben einer 
speziellen Zusammensetzung der Basalmembran im Bereich der Blut-Luft-Schranke 
– die Basalmembrandomänen unterhalb der AT I und AT II Zellen weisen strukturelle 
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Unterschiede auf - (Sannes 1984), ist anzunehmen, dass auch spezifische 
Oberflächenmoleküle auf den AT I Zellen benötigt werden, die eine starke Adhärenz 
für das Erreichen des außergewöhnlich dünnen, ausgedehnten Phänotyps bewirken. 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte demonstriert werden, dass membranständiges 
RAGE die Adhärenz von Zellen an Matrixproteine verstärkt und vor allem die 
besondere Fähigkeit besitzt, „Spreading“ von Zellen auszulösen. HEK293 flRAGE 
Zellen adhärierten nicht nur schneller an Kollagen IV-beschichtete Oberflächen als 
mock-transfizierte oder untransfizierte Zellen, sondern sie entwickelten einen derart 
flachen Phänotyp, dass er im Phasenkontrast nicht mehr zu detektieren war und nur 
mit Hilfe der Interferenzkontrast-Mikroskopie beobachtet werden konnte. Im 
Gegensatz dazu adhärierten die mock-transfizierten und Wildtyp-Zellen unter 
gleichen Kulturbedingungen kaum und blieben kugelförmig. 
Die spezifische Beteiligung von RAGE an Adhärenzvorgängen konnte in 
verschiedenen weiteren Experimenten gezeigt werden. Zum einen reduzierten 
polyklonale und monoklonale RAGE-spezifische Antikörper maßgeblich die 
Geschwindigkeit, mit der RAGE-transfizierte Zellen an Kollagen IV-beschichtete 
Substrate adhärierten, zum Anderen konnte eine spezifische Interaktion von RAGE-
transduzierten Suspensionszellen an Kollagen-produzierende normale humane 
Lungenfibroblasten (NHLF) beobachtet werden. Erwähnenswert ist, dass diese 
Suspensionzellen nicht zur Adhärenz auf Kollagen-beschichteten Oberflächen 
gebracht werden konnten. Die Adhärenz von Zellen beinhaltet sehr komplexe 
Vorgänge, und es sind diverse Moleküle involviert. Daher ist es nicht verwunderlich, 
dass ein einziges Molekülpaar, in diesem Fall RAGE/ Kollagen, nicht ausreicht, um 
Zellen, die von Natur aus in Suspension verbleiben, an eine Matrix anzuheften. In der 
Ko-Kultur mit NHLF können neben der RAGE-Kollagen-Bindung Interaktionen 
zwischen weiteren Oberflächenmolekülen wie zum Beispiel Integrinen stattfinden, die 
den Zell-Zell-Kontakt stärken. Trotzdem muss RAGE eine Schlüsselrolle 
zugesprochen werden, da RAGE-negative Suspensionszellen nicht in der Lage 
waren, einen solchen Zell-Zell-Kontakt mit NHLF einzugehen. RAGE wurde neben 
seiner ursprünglich entdeckten Eigenschaft, AGEs zu binden (Neeper et al. 1992; 
Schmidt et al. 1992), als „Pattern-Recognition“-Rezeptor charakterisiert, der eher die 
dreidimensionale Molekülkonformation eines Liganden, wie -Faltblatt-Strukturen 
oder Fibrillenformationen als eine spezifische Aminosäure-Sequenz erkennt (Schmidt 
et al. 2001). Das stimmt mit dem hier dargestellten Befund überein, dass die 
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Induktion des „Spreading“ der HEK293 flRAGE Zellen auf Deckgläschen vollständig 
von der Beschichtung mit Kollagen abhing, das dreidimensionale Fibrillennetzwerke 
bildet (Nagai et al. 2000; Timpl et al. 1981). Dass es sich dabei um eine selektive 
Interaktion mit Kollagen und nicht allgemein mit Matrixkomponenten handelt, zeigt 
weiterhin die spezifische Bindung von sRAGE an Kollagen nicht aber an Fibronektin 
und umgekehrt. Darüber hinaus unterstreicht dies die Beobachtung, dass keine 
effiziente Adhärenz der HEK293 flRAGE Zellen an Laminin- oder Fibronektin-
beschichtete sowie unbeschichtete Deckgläschen auftrat. 
Die Beteiligung von RAGE an Adhärenz- und „Spreading“-Vorgängen lässt sich auch 
von Studien ableiten, die zeigen, dass die Interaktion von RAGE mit immobilisiertem 
Amphoterin in das Neuritenwachstum während der Gehirnentwicklung, was mit Zell-
„Spreading“ vergleichbar ist, involviert ist (Hori et al. 1995; Huttunen et al. 2000; 
Srikrishna et al. 2002). 
Die außergewöhnlich hohe und selektive Expression in gesundem Lungengewebe 
deutet darauf hin, dass die Verstärkung der Adhärenz und die Induktion von Zell-
„Spreading“ entscheidende physiologische Funktionen von RAGE in der Lunge 
darstellen. AT I Zellen, die mit mehr als 95 % einen Großteil der Alveolaroberfläche 
bedecken, weisen einen dünnen expansiven Phänotyp auf, der den effektiven 
Gasaustausch ermöglicht. Das extensive „Spreading“ bildet demnach die 
Voraussetzung für die AT I Zellfunktion. Die in dieser Arbeit gezeigte präferentielle 
Interaktion von RAGE mit Kollagen IV, einer Hauptkomponente der 
Alveolarbasalmembran, könnte maßgeblich zu dieser funktionellen Morphologie der 
AT I Zellen beitragen und somit sowohl die Homöostase in der Lunge 
aufrechterhalten als auch einen effektiven Gasaustausch gewährleisten.
Die Auswertung dieser Ergebnisse verleitet dazu, das Akronym RAGE, das bisher für 
„Receptor for Advanced Glycation Endproducts“ stand, jetzt als „Receptor for 
Adherence and Great Cell Extension“ zu interpretieren, um der Bedeutung der hier 




4.5 Ausblick: Bedeutung der RAGE-vermittelten Adhärenz und 
des „Spreading“ für die Lungenfunktion
Die in dieser Arbeit erlangten Ergebnisse können die bisher beschriebenen RAGE-
Liganden-Interaktionen nicht unterstützen. Sie bedeuten viel mehr einen 
Paradigmenwechsel bei der Beurteilung der physiologischen Funktion von RAGE. 
Um die Relevanz von RAGE als „Spreading“-Faktor der AT I Zellen weiter 
untermauern zu können, müssen die im Zellkulturmodell mit HEK293 flRAGE-
transfizierten Zellen erlangten Daten erweitert werden. Neben der eindeutig 
gezeigten spezifischen Interaktion von RAGE mit Kollagenstrukturen und dem 
Ausschluss der Interaktion mit Fibronektin und Laminin müssen die Untersuchungen 
auf weitere Matrixkomponenten, wie z.B. Entactin und Perlecan ausgeweitet werden. 
Auch wenn mit diesem System eine gewisse RAGE-Abhängigkeit dadurch bewiesen 
wird, dass HEK293 wt Zellen oder mock-transfizierte Zellen weder in der Adhärenz 
noch im Zell-„Spreading“ beeinflusst werden, soll der durch die Transfektion mit 
flRAGE erzielte Effekt in den nativ RAGE-exprimierenden AT I Zellen untersucht 
werden. Die in vitro kultivierten und differenzierten AT I-ähnlichen Zellen bieten die 
Möglichkeit, die Inhibierung der Adhärenz oder des „Spreading“ in Anwesenheit von 
anti-RAGE-Reagenzien oder sRAGE zu analysieren, wobei hier der Einfluss von 
RAGE nur indirekt gezeigt werden kann. Eine elegante Methode stellt die RNAi 
Technik dar (Matzke and Birchler 2005), bei der durch Transfektion von si (small 
interfering) RNAs die RAGE-Expression post-transkriptional inhibiert werden kann. 
Ähnlich wie bei den flRAGE-transfizierten HEK293 Zellen ließe sich das Verhalten 
RAGE-positiver und RAGE-negativer Zellen direkt vergleichen. Als einschränkender 
Faktor erweist sich hier die aufwendige Isolationsprozedur und relativ schwierige 
Kultivierung der empfindlichen AT I Zellen. Beachtet werden muss auch, dass die in 
vitro Kultur sich doch erheblich von der normalen Lungenumgebung unterscheidet, 
so dass Veränderungen in der Morphologie und im Verhalten der isolierten Zellen 
nicht auszuschließen sind. 
In vivo Untersuchungen in RAGE-KO-Mäusen (Chavakis et al. 2003; Liliensiek et al. 
2004) lieferten zunächst den überraschenden Befund, dass die Tiere vital waren und 
einen normalen Lungenaufbau und eine normale Lungenfunktion aufwiesen. Die 
Bedeutung von RAGE für die Lungenfunktion und die Homöostase wird allerdings 
durch Untersuchungen adulter Tiere deutlich, die im Laufe der Zeit einen fibrotischen 
Phänotyp und in erhöhtem Maße Tumore entwickeln (Kasper et al. 2003). Um zu 
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umgehen, dass bei Ausschalten des RAGE-Gens während der 
Embryonalentwicklung andere Moleküle die Funktion von RAGE substituieren, und 
somit die Rolle von RAGE nicht eindeutig zu bestimmen ist, muss die RAGE-
Expression experimentell in juvenilen oder adulten Tieren z.B. durch ein selektives 
„Cre Knock-Out-System“ herunterreguliert werden. Bei diesem System wird die Cre 
Rekombinase des Bakteriophagen P1 eingesetzt, die die Rekombination, bzw. das 
Herausschneiden der DNA zwischen zwei loxP Erkennungssequenzen katalysiert 
(Nagy 2000). Hierfür müssen sowohl zwei loxP Zielsequenzen in einem essentiellen 
Teil des Zielgens, in diesem Fall RAGE, der Zellen eingeführt werden, sowie die 
induzierbare Expression der Cre Rekombinase erreicht werden. Dieses System, bei 
dem auch gewebe- oder zellspezifische Manipulationen der Genexpression erzielt 
werden können, würde auch zur Klärung der Rolle von RAGE bei den beschriebenen 




Unter den „Advanced Glycation Endproducts“ (AGEs) werden eine Vielzahl strukturell 
unterschiedlicher Moleküle zusammengefasst, die durch mehrstufige, komplexe 
Umlagerungen zwischen reduzierenden Zuckern und freien Aminogruppen von 
Proteinen (Maillard-Reaktion) entstehen. Bedingt durch die Verursachung 
signifikanter Nährwertverluste in Lebensmitteln kommt diesen modifizierten 
Produkten aus ernährungsphysiologischer Sicht eine erhebliche Bedeutung zu. Des 
Weiteren sind sie von medizinischer Relevanz, da die Anhäufung in vivo gebildeter 
AGEs mit dem Auftreten alters- und Diabetes-bedingter Folgeerkrankungen 
assoziiert ist. Beispiele sind die Artherosklerose, die Amyloidose sowie die 
Alzheimer-Erkrankung. Für die pathologische Wirkung von AGEs wurde ein vor allem 
auf Endothelzellen vorkommender Membranrezeptor, „Receptor for Advanced 
Glycation Endproducts“ (RAGE), verantwortlich gemacht, der durch die spezifische 
Bindung individueller Glykierungsprodukte identifiziert und charakterisiert wurde. 
In der vorgelegten Arbeit wurde zunächst aufgrund der pathologischen Relevanz 
eine Strategie zur Konzeption eines „Biosensors“ für AGEs verfolgt. In einer 
interdisziplinären Zusammenarbeit mit dem Institut für Lebensmittelchemie der TU 
Dresden und dem Institut für Polymerforschung e.V. sollte RAGE auf anorganischen 
Trägern über polymere Dünnschichten immobilisiert werden, um ein Messsystem für 
AGEs in komplexen Matrices wie z. B. flüssigen Lebensmitteln und Blut zu 
generieren. Als Vorarbeiten hierfür wurden sowohl der membranständige Rezeptor 
(flRAGE) als auch löslicher RAGE (sRAGE) in Säugerzellen exprimiert und in 
zahlreichen Bindungs- und Funktionsanalysen getestet. Entgegen zahlreichen 
Publikationen verschiedener Arbeitsgruppen konnte hierbei weder eine spezifische 
Interaktion der AGE-modifizierten Proben mit dem membranständigen oder dem 
löslichen RAGE-Protein gezeigt werden, noch führten die AGEs zu einer 
pathologisch-relevanten Zellaktivierung über den membranständigen Rezeptor. Auch 
die auf Endothelzellen beschriebene Expression des Rezeptors ließ sich weder auf 
mRNA-Ebene durch „real-time“ RT-PCR-Analysen noch auf Protein-Ebene unter 
Einsatz neu generierter, hoch spezifischer monoklonaler Antikörper bestätigen. Dies 
traf sowohl bei der Analyse unbehandelter HUVEC als auch Zytokin- und CML-
stimulierter HUVEC zu. Darüber hinaus zeigte sich bei der quantitativen 
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Untersuchung von entzündetem Gewebe (M. Crohn) mittels „real time“ RT-PCR 
keine Erhöhung der RAGE-Expression im Vergleich zu gesundem Gewebe. Diese 
Ergebnisse warfen Zweifel an der grundlegenden Bedeutung von RAGE als 
proinflammatorischer Rezeptor in AGE-bedingten Krankheiten auf und stellten damit 
auch dessen Eignung für einen AGE-Biosensor in Frage. Da RAGE bisher vor allem 
über seine pathogenetische Rolle definiert wurde, rückte die Frage nach der 
physiologischen Funktion dieses Rezeptors in den Vordergrund. Die vergleichende 
Analyse der Expression von RAGE in verschiedenen gesunden Geweben mittels 
„real time“ RT-PCR ergab eine nahezu selektive Expression in Lungengewebe. Eine 
bedeutendere Rolle von AGEs in diesem Organ im Vergleich zu anderen Geweben 
ließ sich aus klinischen Beobachtungen nicht ableiten. Wichtige Anhaltspunkte für die 
Funktion von RAGE in der Lunge ergaben sich aus der selektiven Lokalisation des 
Rezeptors auf Alveolarepithelzellen Typ I (AT I) sowohl in Gefrierschnitten der Lunge 
als auch nach in vitro-Kultur von Lungenzellen. RAGE konnte als neuer, hoch 
spezifischer Marker für AT I-Zellen definiert werden. Diese ausdifferenzierten und 
langgestreckten AT I Zellen bilden zusammen mit den Endothelzellen des Alveolar-
Kapillarnetzes und einer verschmolzenen Basalmembran die Blut-Luft-Schranke, an 
der mittels Diffusion der bidirektionale Gasaustausch stattfindet. Weiterhin konnte 
RAGE in Immunfluoreszenzfärbungen und elektronenmikroskopischen Analysen der 
basolateralen Membran der AT I Zellen zugeordnet werden. Diese Lokalisation führte 
zu der Hypothese, dass RAGE mit Komponenten der Basalmembran interagiert. 
Funktionsanalysen mit den flRAGE-transfizierten HEK293 Zellen demonstrierten, 
dass RAGE nicht nur die Adhärenz von Zellen an Kollagen IV, einer 
Hauptkomponente der Alveolar-Basalmembran, verstärkte, sondern dass dieser 
Rezeptor sehr effektiv das „Spreading“ von Zellen induzierte. Des Weiteren wurde 
eine bevorzugte Bindung von RAGE an Kollagenstrukturen festgestellt, da weder der 
membranständige Rezeptor noch sRAGE mit anderen Komponenten der 
Basalmembran wie Laminin oder Fibronektin interagierten. Die Kollagen-Bindung der 
RAGE-exprimierenden HEK293 Zellen resultierte in einem Phänotyp, der stark dem 
der dünnen, ausgedehnten AT I Zellen ähnelte. Dies lässt die Vermutung zu, dass 
die beobachtete präferentielle Interaktion von RAGE mit Kollagen IV maßgeblich zu 
der funktionellen Morphologie der AT I Zellen in vivo beitragen könnte, die die 
Voraussetzung für einen effektiven bidirektionalen Gasaustausch darstellt. 
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Durch die Ergebnisse dieser Arbeit wurde ein neuer, bisher unbeachteter Aspekt der 
Biologie des RAGE aufgedeckt, der vermutlich entscheidend zur phänotypischen 
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